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"… Perhaps an appropriate symbolic representative of the stem-cell 

origin of cancers is Shiva, the Hindu god of both creation and 

destruction. He has the power of a progenitor, like a stem cell. Yet he 

is also capable of destroying everything he has created, like a 

malignant cell…" 
Shi-Ming Tu, 

The University of Texas ,M. D. Anderson Cancer Center 
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POTENCIAL MIGRATÓRIO E INVASIVO E DESENVOLVEM UM FE NÓTIPO 
EMT- LIKE  

 

RESUMO 

TESE DE DOUTORADO 

 

Lilian Gonçalves dos Reis Bastos 
 

A radioterapia constitui uma das principais terapias adjuvantes para o tratamento de câncer 

colorretal em pacientes com estadiamento avançado. Porém, o esquema de fracionamento de 

doses pode permitir a repopulação de células tumorais sobreviventes ao tratamento e o 

reaparecimento do tumor, a progressão tumoral e a ocorrência de metástases tardias. Neste 

estudo, foram analisados os efeitos transgeneracionais induzidos pela radioterapia na progênie 

derivadas de células de câncer colorretal sobreviventes ao tratamento e avaliado o quanto a 

radiação poderia induzir um fenótipo mais agressivo nessas progênies. Os resultados 

mostraram que essas células apresentam uma radiorresistência diferencial entre si, e que as 

células mais radiorresistentes formam progênies com aumento da expressão da proteína 

survivina, aquisição de uma morfologia aberrante, desorganização das junções celulares e do 

citoesqueleto de actina.  Também foi observado que a progênie derivada de células HT-29 

sobreviventes à radiação apresentam um aumento do potencial migratório invasivo, bem 

como um aumento da atividade de TCF-LEF, seguido do aumento da expressão de 

marcadores mesenquimais e redução de E-caderina. Assim, componentes da via de 

sinalização Wnt/β-catenina podem constituir importantes alvos para novos esquemas 

terapêutico em combinação com a radioterapia, com o intuito de reduzir o potencial 

migratório e invasivo das células remanescentes ao tratamento com radiação. Adicionalmente, 

essas progênies mais invasivas apresentaram um aumento do perfil global de N-glicosilação, 

bem como suas moléculas de E-caderina remanescentes hiperglicosiladas. Portanto, alterações 

no perfil de glicosilação podem ser importantes modificações pós-traducionais envolvidas no 

processo de aquisição do fenótipo EMT-like desenvolvido após o tratamento com 

radioterapia. Juntos, esses resultados mostraram que células que sobrevivem à radioterapia 

podem dar origem a progênies com fenótipo EMT-like que são altamente agressivas e 

invasivas, as quais podem ser responsáveis pela progressão do câncer relacionada à 

radiorresistência após o tratamento com a radiação.    
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PROGENY DERIVED FROM IRRADIATED COLORECTAL CANCER C ELLS 
ACQUIRE AN EMT- LIKE PHENOTYPE THAT CORRELATES WITH 

MIGRATORY AND INVASIVENESS POTENTIALS. 
 

ABSTRACT  
 

TESE DE DOUTORADO 

 

Lilian Gonçalves dos Reis Bastos 
 
Radiotherapy remains a major approach to adjuvant therapy for patients with advanced 

colorectal cancer. However, radiotherapy fractionation schedules frequently allow for the 

repopulation of surviving tumors cells and tumor recurrence, neoplastic progression and 

subsequent metastasis. In this study, we analyzed the transgenerational effects induced by 

radiation on the progeny derived from irradiated parental cells of colorectal cancer and 

evaluated whether the radiation could increase the malignant features of radiotherapy-

survivors cells. Our results showed that these cells displayed a differential radioresistance and 

that the most radioresistant progeny had a direct correlation with increased survivin 

expression, acquisition of an aberrant morphology, disturbance of the cell-cell adhesion 

contacts and actin cytoskeleton disorganization. We also observed that the progeny that were 

derived from irradiated HT-29 cells displayed an increased migratory and invasiveness 

potential as well as increased Wnt/β-catenin-dependent TCF/LEF activity followed by an 

upregulation of mesenchymal markers and downregulation of E-cadherin. Therefore, the 

components of the Wnt/β-catenin cell signaling pathway may constitute important targets for 

new adjuvant treatment schedules with radiotherapy, with the goal of reducing the migratory 

and invasive potential of the remaining cells after radiotherapy. Additionally, the most 

invasive progeny, F1 5Gy HT-29 also displayed a global increased of N-glycosylation partner, 

with E-cadherin reminiscent hyper-glycosylated, as well. Indeed, alterations in N-

Glycosylation partner could be an important pos-translational modification involved in the 

acquisition of the EMT-like phenotype development after therapy. In summary, these results 

showed that radiation survivor cells can generate cellular progeny with EMT-like features that 

are highly aggressive and that may be responsible for cancer progression related to 

radioresistance after radiotherapy. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Câncer colorretal: estimativas de incidência, mortalidade e sobrevida 

 

 O câncer é um dos principais problemas de saúde pública no mundo, sendo a principal 

causa de morte em países economicamente desenvolvidos e a segunda causa em países em 

desenvolvimento (JEMAL et al., 2008). Mundialmente, estima-se que ocorrerão 20,3 milhões 

de novos casos de câncer em 2030 comparados com 12,7 milhões de casos estimados em 

2008 e uma predição de 13,2 milhões de mortes associadas ao câncer, o dobro quando 

comparada com a predição para 2008 que foi de 7,6 milhões (FERLAY et al., 2010). 

 Dados epidemiológicos mostram que países em desenvolvimento como o Brasil vêm 

sofrendo uma transição epidemiológica, que consiste na redução da incidência de doenças 

infecto parasitárias e aumento da incidência de doenças crônico degenerativas, reflexo do 

aumento da expectativa de vida e do impacto positivo das políticas de saúde pública 

(MCKEOWN, 2009; BRAY et al., 2012 ). Na última década a incidência de câncer no mundo 

aumentou em 20%, sendo o aumento da expectativa de vida, o tabagismo, o sedentarismo e a 

adoção de dietas ricas em gorduras e produtos industrializados alguns fatores que pelo menos 

em parte, explicam este aumento. Nos países economicamente emergentes o aumento da 

incidência poderia também ser explicado em parte pela adoção deste estilo de vida (JEMAL et 

al., 2011). Alguns tipos de câncer apresentam forte correlação positiva entre sua incidência e 

o índice de Desenvolvimento Humano (IDH), como no caso do câncer colorretal (CCR), onde 

40% da incidência mundial se dá em países com elevado IDH (BRAY et al., 2012). No Brasil, 

as estimativas para o ano de 2014 apontam que ocorrerão 576.580 casos novos casos de 

câncer (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). Neste contexto, o CCR está entre os tipos de 

tumores mais comuns que afetam a população brasileira, configurando-se como o terceiro tipo 

de câncer mais comum entre os homens e o segundo entre as mulheres, seguindo desta forma 

as tendências mundiais A Fig. 1 ilustra as taxas brutas de incidência e localização primária 

dos tipos de câncer mais incidentes no Brasil, exceto pele não melanoma (FERLAY et al., 

2010; JEMAL et al., 2011; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013).  

 

 

  



 
 

17 
 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 1: Taxas brutas de incidência de câncer, segundo localizações primárias estimadas para 2014 no 

Brasil por sexo, exceto pele não melanoma. O câncer de Cólon e Reto configura-se como o segundo tipo de 

câncer mais incidente nas mulheres e o terceiro nos homens. Adaptado de MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013. 

 

 Os dados de incidência mundial são baseados no GLOBOCAN 2012, estudo padrão 

ouro de estimativas mundiais de incidência de câncer e mortalidade fornecidos pelo 

International Agency for Research on Cancer (IARC) e está representado na Fig. 2. O índice 

de mortalidade para o CCR configura-se em 8,5% dentre todas as taxas de morte relacionadas 

ao câncer no mundo (sendo mundialmente a quarta maior taxa de mortalidade por câncer) 

sendo o câncer de pulmão, o que apresenta o maior índice de mortalidade mundial (18,2%) 

(FERLAY et al., 2010). A sobrevida do paciente com CCR é em torno de 65% em países 

desenvolvidos e menos de 50% em países em desenvolvimento, sendo o estágio da doença no 

diagnóstico o fator prognóstico mais importante. Ou seja, a sobrevida em 5 anos para 

pacientes diagnosticados com doença localizada chega a 90%; para pacientes com 

estadiamento intermediário a sobrevida estimada é de 69% e para pacientes detectados em 

estágio avançado da doença a sobrevida é de apenas 11%  (SIEGEL et al., 2012). 
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   1.2 Fatores de risco e tipos de manifestação do câncer colorretal 

  

 O CCR está associado a fatores de risco como: histórico familiar, fatores ambientais, 

uma dieta rica em gorduras e, doenças inflamatórias do intestino como retrocolite ulcerativa e 

doença de Crohn. Predisposições genéticas ao desenvolvimento de doenças crônicas do 

intestino como a Polipose Adenomatosa Familiar (FAP, do inglês Familial Adenomatous 

Polyposis) e a Síndrome de Lynch ou câncer colorretal hereditário não poliposo (HNPCC, do 

inglês Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer), também são fatores de risco. Outros 

fatores de risco incluem hábitos como o sedentarismo, a obesidade, o etilismo, tabagismo, e a 

idade, já que a incidência e a mortalidade aumentam de acordo com a senilidade. Estes fatores 

são relacionados a três formas distintas de manifestação da doença: esporádica, hereditária e 

familiar. O CCR esporádico representa aproximadamente 75% dos casos desse tipo de câncer 

e é resultante da ação cumulativa de fatores ambientais, acometendo indivíduos acima de 50 

anos (FEARON, 2011;MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013 ).  

 As formas herdadas representam apenas 5% dos casos e são resultantes de mutações 

na linhagem germinativa, com manifestação fenotípica dependente do gene específico que é 

Figura 2: Incidência e mortalidade dos tipos de câncer mais frequentes no mundo, em ambos os sexos. 

Adaptada de Ferlay et al., 2012. 
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mutado, sendo as síndromes herdadas subdivididas em poliposas e não poliposas. Dentre as 

poliposas podemos destacar: a FAP clássica (detecção de 100 adenomas ou mais) e a FAP 

atenuada (10 a 100 adenomas) sendo responsáveis por 1% dos casos de CCR.  Tais síndromes 

são associadas a uma mutação germinativa do gene APC (Adenomatous Poliposis Coli), o que 

induz a formação de pólipos adenomatosos (Jasperson et al., 2010). Estudos recentes vêm  

mostrando outra síndrome semelhante à FAP atenuada, conhecida como MAP (polipose 

associada  MYH/ MUTYH), porém a diferença é a base molecular (mutação em MUTYH ou 

MYH, não em APC como na FAP). Tal gene codifica uma enzima de mesmo nome que 

participa do reparo por excisão de bases, e é comum a presença de pólipos hiperplásicos nessa 

síndrome (MARKOWITZ; BERTAGNOLLI, 2009). A Síndrome Polipose Serrátil (SPS, do 

inglês Serrated Polyposis Syndrome) é caracterizada pela presença de múltiplos pólipos 

hiperplásicos e a base molecular se dá via CIMP (do inglês Cp GIsland Methylator 

Phenotype) e mutação em BRAF (do inglês v-rafmurine sarcoma viral oncogene homolog B). 

Tais pólipos não eram considerados neoplásicos, mas estudos recentes mostram associação 

entre SPS e desenvolvimento de CCR  (ROSTY et al., 2011). 

 Em relação às síndromes não poliposas, podemos destacar HNPCC, também 

conhecido como síndrome de Lynch, que apresenta uma incidência de 3% a 4% de todos os 

CCR, cuja base molecular consiste na mutação da linhagem germinativa em genes de reparo 

de pareamento incorreto do DNA (MMR, do inglês Mismatch Repair), como o MSH2 e 

MLH1 (90%), MSH6 (10%) e PMS2 (raro). Embora Indivíduos acometidos por HNPCC 

desenvolvam poucos pólipos, estes são altamente susceptíveis à progressão maligna porque se 

iniciam com mutações em genes MMR que, quando concomitantes com mutações em APC, 

ocasionam rápida transformação através de um fenômeno conhecido como “tumorigênese 

acelerada”, tornando o HNPCC uma síndrome relacionada a um alto índice (risco maior que 

85%) de desenvolvimento de câncer em indivíduos acometidos (FODDE; BRABLETZ, 

2007). 

 Estudos mostram que aproximadamente 30% de todos os casos de CCR possuem 

algum componente hereditário, devido à ocorrência de casos em membros familiares com 

graus de parentesco de primeiro e segundo grau, mas apenas 5% dos casos enquadram-se 

dentro das síndromes herdadas bem caracterizadas mencionadas anteriormente, uma vez que 

são associadas à herança de mutações de alta penetrância e manifestações clínicas bem 

conhecidas (FEARON, 2011). A etiologia dos 25% restantes não é completamente entendida 

e teoricamente, são causadas por alterações genéticas como polimorfismos em genes que 
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regulam o metabolismo ou genes que são regulados por fatores ambientais (JASPERSON et 

al., 2010; FEARON, 2011 ). 

 

1.3 Bases moleculares do câncer colorretal 

 

 Em relação aos eventos moleculares, independentemente do modelo de tumorigênese, 

a maioria dos tumores humanos compartilha dois mecanismos críticos em seu 

desenvolvimento: A ativação oncogênica, promovendo proliferação e sobrevivência; e a 

inativação ou desbalanço da expressão de genes supressores tumorais, que controlam 

negativamente o desenvolvimento e o crescimento dos tumores. Os proto-oncogenes se 

transformam em oncogenes através de múltiplos mecanismos, como translocações 

cromossômicas, alteração do número de cópias de genes ou cromossomos, deleções, inserções 

e mutações pontuais (VOGELSTEIN; KINZLER, 2004). Esta ativação oncogênica se dá de 

maneira dominante, onde a mutação de um alelo do proto-oncogene é suficiente para o ganho 

de função. Já os genes supressores tumorais, podem ser inativados ou apresentarem sua 

expressão reduzida através de mutações em sequências que codificam resíduos essenciais para 

a sua atividade, mutações que codificam uma proteína truncada ou por deleções ou inserções. 

Postulava-se inicialmente, que a perda de função dos genes supressores tumorais ocorria de 

modo recessivo, no qual seriam necessários eventos mutacionais nos dois alelos, teoria 

designada como “two-hit hypotesis” (KNUDSON, 1985). Porém, recentemente evidências 

mostram que a inativação de alguns genes supressores tumorais não é totalmente recessiva e 

em determinadas situações, a presença de apenas um alelo mutante pode conferir vantagem 

seletiva ao longo do processo tumorigênico quando comparado a situações em que ambos os 

alelos encontram-se mutados (BERGER et al., 2011). Além destes mecanismos clássicos, 

podem ocorrer também alterações no nível de expressão desses genes, através do 

silenciamento por micro-RNAs e metilação, não necessariamente via eventos mutacionais 

(TAY et al., 2011).  

 O CCR é uma doença heterogênia em relação ao seu mecanismo de desenvolvimento. 

Existe uma controvérsia entre os pesquisadores que atribuem à instabilidade genômica o 

evento molecular base para a aquisição de mutações subsequentes, fenômeno conhecido como 

fenótipo mutador, e aqueles que a consideram uma consequência após o acúmulo de mutações 

per se. Embora não esteja claro se a instabilidade genômica é causa ou consequência, o fato é 

que ela está presente em diversos tumores e até o momento, são descritas pelo menos três 
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principais mecanismos relacionados ao CCR: a) a instabilidade cromossômica (CIN, do Inglês 

Chromosomal Instability), b) a instabilidade de microssatélite (MIN ou MSI, do inglês 

Microsatellite Instability) e,c) o fenótipo metilador de ilhotas CpG (CIMP)  (BOLAND; 

GOEL, 2010; PINO; CHUNG, 2010).  

A CIN está presente em 70 a 80% dos casos de CCR e caracteriza-se por alterações 

numéricas (aneuploidia) e anormalidades estruturais, como perdas e ganhos de regiões 

cromossômicas (principalmente nos braços 5q, 8p, 17p, and 18q). Concomitante à presença 

deste tipo de instabilidade genômica, observa-se um acúmulo de mutações em genes 

supressores tumorais como APC, TP53 e SMAD4 e oncogenes como KRAS, CTNNB1 e 

PIK3CA, presentes nessas mesmas regiões cromossômicas citadas anteriormente (PINO; 

CHUNG, 2010). Porém, o quanto a CIN cria um ambiente apropriado para o acúmulo dessas 

mutações, ou vice-versa, permanece uma questão a ser esclarecida, uma vez que a própria 

mutação em APC (presente em 70% de lesões iniciais do tipo adenomas) interfere na 

segregação cromossômica, favorecendo a CIN. Desta forma, a aquisição de uma mutação 

ocorreria antes do estabelecimento da CIN (MORÁN et al., 2010). 

 A MIN tem sido caracterizada pela expansão ou contração de sequências repetitivas 

presentes em regiões do genoma conhecidas como microssatélites. Tais regiões estão sujeitas 

a uma grande taxa de erros durante o processo de replicação do DNA, os quais são reparados 

por enzimas codificadas pelos genes MMR. Dessa forma, a inativação desses genes, seja por 

mutações ou silenciamento epigenético leva ao desenvolvimento da MIN, ocasionando o 

acúmulo de mutações nos microssatélites (tanto em regiões regulatórias como em regiões 

codificadoras) e gerando fenótipos hipermutáveis, apresentando alta (MSI-High) ou baixa 

instabilidade (MSI-Low) (POULOGIANNIS et al., 2010). Porém, de forma interessante, 

estudos mostram que indivíduos com CCR com MSI-H apresentam melhor prognóstico do 

que aqueles sem MSI (JASPERSON et al., 2010). A MIN ou MSI é detectada em 

aproximadamente 15% de todos os CCR, onde 3% são associados à síndrome de Lynch (via 

mutação germinativa nos genes MMR) e os outros 12% aos CCR esporádicos (via 

silenciamento epigenético de MLH1) (BOLAND;GOEL, 2010). Este tipo de instabilidade 

implica na perda de mecanismos críticos para a manutenção da fidelidade genômica durante a 

divisão celular, induzindo assim resistência a apoptose após danos no DNA e afetando genes 

reguladores do crescimento, sendo frequentemente encontradas mutações em TGF-

RβI,;PIK3CA, IGF2R e E2F4 (VILAR; GRUBER, 2010). 
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 A CIMP é caracterizada pela hipermetilação de ilhotas CpG (regiões ricas em bases 

nitrogenadas citosina e guanina) e é responsável pela MSI em tumores colorretais 

esporádicos, através da metilação da região promotora do gene MLH1. Essas ilhotas estão 

presentes em aproximadamente 60-70% das regiões promotoras de genes e quando estão 

hipermetiladas induzem repressão gênica, sendo detectada em 15% de todos os CCR, onde 

3% associam-se à síndrome de Lynch e os outros 12% aos esporádicos (BOLAND; GOEL, 

2010). Dessa forma, as alterações genômicas causadas pelos processos descritos acima podem 

levar a ativação de oncogenes e/ou a inativação de genes supressores tumorais, resultando na 

desregulação de diversos eventos celulares, como aqueles relacionados ao ciclo celular, 

apoptose e senescência, permitindo uma expansão clonal de células mutantes, propagação da 

instabilidade genômica e induzindo a formação de lesões neoplásicas benignas ou malignas. 

Dentre os genes mais alterados no CCR podemos mencionar: os genes supressores tumorais: 

APC, TP53, SMAD2, TGFBR2; os oncogenes KRAS, PIK3CA, TCF7L2, NRAS, BRAF e 

CTNNB1; e os genes relacionados ao reparo do DNA: MLH1, MSH2, MSH e PMS2  (JASS, 

2007; NETWORK, 2012). 

 Alterações em APC são consideradas como evento inicial para formação de pólipos, 

por favorecer a hiperproliferação celular. Tais pólipos podem progredir para um tumor 

maligno, sendo a base do modelo "multistep" da carcinogênese proposto por Fearon & 

Vogelstein em 1990. Este modelo baseia-se na instabilidade genômica e consiste na sequência 

adenoma-carcinoma, enfatizando a presença dos pólipos adenomatosos como lesão 

precussora, iniciados pela ativação aberrante da via APC/β-catenina, seguida por mutações em 

RAS/RAF e perda de p53 em estágios tardios. Tais alterações genéticas se refletem em 

alterações histopatológicas sequenciais: transformação do epitélio normal em um epitélio 

adenomatoso intermediário e posteriormente tardio, este para um adenocarcinoma e 

finalmente o desenvolvimento de um carcinoma. Embora este seja um modelo elegante da 

progressão do CCR de origem poliposa, e de suma importância para o entendimento de 

mecanismos e vias de sinalização envolvidos em outros tipos de câncer, 30% dos CCR não 

seguem este modelo (BOLAND;GOEL, 2010). Porém, é importante mencionar que a maioria 

dos casos de CCR é derivada de lesões benignas, evidenciado pelo fato de que a detecção 

precoce e retirada dos pólipos previnem o desenvolvimento do tumor (Ewing et al., 2014). 

Sendo assim, a sequência adenoma-carcinoma tem sido revisada e a Fig. 4 ilustra os três 

mecanismos distintos envolvidos no desenvolvimento e progressão do CCR: a via tradicional 

(CIN), a via alternativa (MIN) e a via dos pólipos serráteis (CIMP). 
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1.4 Epitélio intestinal e homeostase 

 

Figura 3: Modelos da sequência adenoma-carcinoma em CCR. Mecanismos atuais envolvidos no 

desenvolvimento e progressão do câncer colorretal, bem como as características gerais das lesões precussoras 

e dos carcinomas: Via da instabilidade cromossômica (CIN); a via da instabilidade de microssatélite (MIN) e 

a via dos pólipos serráteis (CIMP). Adaptado de (GURUSWAMY; RAO, 2008; AHNEN, 2011; PANCIONE 

et al., 2012) 
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1.4 Epitélio intestinal e homeostase 

 

O intestino é anatomicamente dividido em intestino delgado (que é subdividido em 

duodeno, jejuno e íleo) e o intestino grosso (formado pelo céco, cólon, sigmoide, reto e ânus). 

O lúmen intestinal é revestido por um epitélio cilíndrico, formado por populações 

heterogêneas de células colunares (ou cilíndricas). A organização modular de todo o epitélio 

intestinal é caracterizada pela presença de invaginações epiteliais para dentro do tecido 

conectivo, formando unidades funcionais denominadas de criptas. Embora todas as células 

absortivas apresentem microvilosidades, somente o intestino delgado apresenta-se organizado 

em criptas e vilosidades (projeções para o interior da cavidade luminal). No cólon, observa-se 

uma organização em criptas e uma superfície lisa e contínua, com a presença de 

microvilosidades apenas na porção apical das células que compõem o epitélio (VAN DER 

FLIER et al., 2009). Existe uma compartimentalização distinta ao longo da cripta (no caso 

cólon) ou ao longo do eixo cripta-vilus (no caso do intestino delgado), sendo o terço inferior 

composto por células de paneth (presentes somente no intestino delgado) e as células tronco 

multipotentes, as quais realizam divisão assimétrica e geram células progenitoras 

amplificadoras transitórias que se localizam no terço médio da cripta. Estas células 

progenitoras então dão origem a células comprometidas com a diferenciação nos diversos 

tipos celulares epiteliais: absortiva (enterócitos) e secretória (globet e enteroendócrina), que 

diferenciam-se a medida que migram para o terço superior da cripta (PINTO;CLEVERS, 

2005; FODDE; BRABLETZ, 2007 ). Devido ao contínuo estresse físico que ocorre no lúmen 

intestinal, a mucosa encontra-se em constante renovação, sendo a cripta um compartimento 

dinâmico com um perfil diferenciado de expressão gênica. Assim, na região mais basal da 

cripta encontram-se células em atividade mitótica, portanto indiferenciadas, e um processo de 

migração e diferenciação ao longo da cripta, seguidos de parada do ciclo celular e apoptose 

com intuito de renovação total do epitélio, como ilustradas na Fig. 4. O epitélio intestinal 

humano é totalmente renovado a cada cinco dias, sendo o órgão mais auto-renovável dos 

mamíferos adultos (VAN DER FLIER et al., 2009). 
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 A Fig. 4 ilustra também a compartimentalização da cripta, bem como as principais 

vias de sinalização que mantêm a homeostase do sistema. A sinalização Bone Morphogenetic 

Protein (BMP) atua na diferenciação intestinal (GIEPMANS; VAN IJZENDOORN, 2009). A 

via NOTCH direciona as células para a linhagem secretória do intestino (VAN;CLEVERS, 

2005). Já a via canônica wingless (WNT) é a principal reguladora da expressão gênica ao 

longo da cripta e atua na manutenção da célula tronco intestinal e proliferação de células 

progenitoras (MEDEMA;VERMEULEN, 2011). As células tronco epiteliais intestinais 

localizam-se num ambiente designado nicho de célula tronco, no qual há um contato direto 

com os miofibroblastos sub-epiteliais que secretam glicoproteínas ligantes do receptor 

Figura 4: Perfil da compartimentalização celular na cripta intestinal normal. Células normais presentes 

na parte superior da cripta apresentam ativação de vias relacionadas com a parada do ciclo celular e inibição 

da proliferação, enquanto o nicho de célula tronco apresentam vias de diferenciação inativadas. Adaptado de 

(KOSINSKI et al., 2007; MEDEMA ;VERMEULEN, 2011) 
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Frizzled. Esta interação ligante-receptor ativa a via canônica WNT (Fig. 5), na qual a β-

catenina, proteína da junção aderente, cumpre um papel central nesta via. Na ausência de 

ligantes, a via WNT está inibida e a β-catenina citoplasmatica é direcionada para a degradação 

via proteossoma, mediada por um complexo fosfo-destrutivo composto pelas proteínas 

Glycogen Synthase Kinase3 (GSK3β), Axina, APC e Casein Kinase I (CKI). Porém, quando 

proteínas WNT solúveis são secretadas pelas células e se associam aos receptores Frizzled 

(Fz) e Low-density lipoprotein receptor-related protein 5/ 6 (LRP5/6), ocorre uma ativação da 

via WNT, o que leva a dissociação do complexo destrutivo, inibindo assim a degradação de β-

catenina citoplasmática. Assim, esta proteína se acumula no citoplasma, podendo se translocar 

ao núcleo, onde associa-se ao  fator transcricional T-cell Factor - lymphoid enhancer factor 

(TCF/LEF), o que induz a transcrição de genes relacionados com a proliferação celular e 

evasão da apoptose (NIESSEN; GOTTARDI, 2008). O acúmulo nuclear da β-catenina é 

preferencialmente observado nas células da base das criptas e esse acúmulo diminui 

gradativamente conforme as células se aproximam do topo da cripta (NIESSEN; 

GOTTARDI, 2008; ANASTAS; MOON, 2013). 

De acordo com o descrito até o momento, existem algumas vias consideradas essenciais 

ao longo da tumorigênese e progressão do CCR, que são ativadas por mecanismos 

moleculares diversos, sugerindo uma convergência de sinalização. Um exemplo clássico é 

justamente a via WNT, uma vez que ela é uma das vias mais importantes na manutenção da 

homeostase intestinal. Esta via encontra-se alterada em 93 a 97% dos casos de CCR, sendo 

observadas mutações e expressão alterada em diversos mediadores da via, principalmente nos 

genes APC e CTNNB1 (NETWORK, 2012). Esta via influencia na regulação da β-catenina 

citoplasmática, e pode ser ativada tanto via ligantes e seus receptores Fz ou independente de 

ligante, como no caso de mutações em componentes downstream da via como APC (mutado 

em 60 a 80% dos casos de CCR) e o próprio gene da β-catenina. Alterações em APC são 

consideradas como evento inicial para formação de pólipos, por favorecer a proliferação 

celular. 
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 Além de vias de sinalização que modulam a compartimentalização diferenciada ao 

longo da cripta, o bom funcionamento do epitélio depende da integridade e manutenção do 

complexo juncional apical, que forma barreiras paracelulares ao longo do epitélio. Além 

disso, as proteínas desse complexo podem desempenhar tanto uma função estrutural, atuando 

na manutenção da arquitetura tecidual quanto em eventos de sinalização relacionados à 

proliferação e migração (GIEPMANS; VAN IJZENDOORN, 2009). 

 

1.5 Adesão celular 

 

 A integridade epitelial é mantida principalmente pelas junções intercelulares, 

constituídas pelas junções tight (JT), junções aderentes (JA), desmossomos e junções 

comunicantes e pelo complexo de adesão célula-matriz. O complexo juncional apical (CJA) 

Figura 5: Via WNT canônica. A) Na ausência de estímulo ou mutações em componentes da via, os níveis de 

β-catenina citoplasmática são mantidos através do complexo formado por APC/CKI/GSK3/axina, o qual 

fosforila e direciona β-catenina para degradação via proteossoma.  B) Com a ativação da via Wnt, (dependente 

ou independente de ligante) o complexo APC/CKI/GSK3/axina,é inibido, impedindo que β-catenina seja 

degradada. Assim, essa proteína acumula no citoplasma e pode ser translocada para o núcleo, onde se associa 

a fatores  transcricionais  e induz a expressão de genes alvos. Adaptado de (CLEVERS ;NUSSE, 2012).   
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compreende as JT e JA, formando domínios funcionais lípido-protéicos na membrana 

plasmática, gerando uma polaridade celular ápico-baso-lateral que é de extrema importância 

na organogênese e na fisiologia dos tecidos epiteliais e endoteliais (NIESSEN; GOTTARDI, 

2008; GIEPMANS; VAN IJZENDOORN, 2009). Basicamente, as junções tight são um 

complexo protéico cujas proteínas transmembrana claudinas, ocludina e JAM se ancoram ao 

citoesqueleto de actina através de proteínas denominadas ZO’s (Zonula Occludens). Já as 

junções aderentes que também são complexos protéicos formados neste caso por proteínas 

transmembrana caderinas e nectinas que se ancoram ao citoesqueleto de actina através das 

proteínas cateninas e afadina são as principais responsáveis pela adesão física entre células 

adjacentes, participando também na manutenção da polaridade celular e controle da 

proliferação celular (WANG et al., 2011). Em geral, o domínio apical contém canais iônicos, 

transportadores e receptores de membrana; a porção lateral do domínio baso-lateral contém 

proteínas envolvidas na adesão às células vizinhas (formando as junções tight, aderente e 

desmossomos) e no processo de comunicação celular (formando as junções tipo gap), além de 

receptores. A porção basal contém proteínas envolvidas na adesão célula-matriz, como as 

integrinas, e sítios de ligação para constituintes da lâmina basal (MIYOSHI; TAKAI, 2008). 

A Fig. 7 mostra a organização e composição molecular das junções intercelulares e junção 

célula-matriz. 
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 As caderinas são subdivididas em seis famílias (caderinas clássicas do tipo I e II, 

caderinas desmossomais, caderinas transmembranares de sete passagens, grandes caderinas e 

protocaderinas), sendo a do tipo I a principal proteína transmembrana de células epiteliais 

(STEMMLER, 2008). Possui cinco domínios extracelulares repetitivos (conhecidos como EC, 

do inglês Extracellular Cadherin) responsáveis pela ligação homotípica cálcio dependente 

com caderinas de células adjacentes; um domínio justamembranar (conhecido como JMD, do 

inglês Juxtamembrane Domain) e um domínio citoplasmático (CBD, do inglês Catenin 

Binding Domains), o qual é responsável pela ligação à β-catenina (POKUTTA; WEIS; 

2007HARRIS; TEPASS, 2010). O complexo E-caderina-β-catenina co-localiza com 

filamentos de actina em junções epiteliais apicais, formando um anel circunferencial de actina 

em torno da membrana lateral da célula. 

Figura 6: Organização e composição molecular das junções intercelulares e junção célula-

matriz. O esquema mostra a localização das junções tight, aderentes, gap e desmossomos, assim 

como seus componentes moleculares. Junções aderentes e tight e desmossomos se conectam ao 

citoesqueleto, estabilizando a adesão célula-célula. A adesão célula-matriz é mediada pelas integrinas. 

Adaptado de (THIERY; SLEEMAN, 2006). 
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 Nesse contexto, a desorganização das junções aderentes constitui um dos "hallmarks" 

das células epiteliais sob transformação celular e são observadas em lesões precussoras e 

lesões tumorais, sendo a E-caderina considerada uma proteína supressora tumoral. Alterações 

na expressão e localização da E-caderina estão associadas à tumorigênese e progressão 

tumoral tanto em humanos quanto em modelos celulares e animais. Mutações no gene da E-

caderina (CDH1) são eventos raros, mas estão correlacionados com o desenvolvimento de 

alguns carcinomas (principalmente em casos hereditários de carcinoma gástrico difuso, 

carcinoma de mama lobular e carcinoma hepatocelular) e na grande maioria dos casos as 

alterações mais comuns são aquelas relacionadas com a redução da expressão ou 

silenciamento gênico (TSANOU et al., 2008). A expressão anormal de E-caderina tem sido 

reportada em lesões pré-cancerosas, como no esôfago de Barrett, gastrite ativa tipo B, e 

neoplasia intraepitelial cervical. Eventos epigenéticos também estão envolvidos na 

diminuição da expressão da E-caderina durante a progressão tumoral em carcinomas de 

mama, próstata e colorretal (JEANES et al., 2008; TSANOU et al., 2008). Além disso, 

alterações pós-traducionais como a glicosilação em sítios do domínio extracelular da E-

caderina, promovem uma instabilidade da adesão intercelular em células de câncer colorretal 

(de FREITAS JUNIOR et al., 2011). Em amostras de CCR tem sido observada uma redução 

da expressão de E-caderina no tecido tumoral em relação ao tecido adjacente e em 

estadiamentos mais avançados (SCHUHMACHER et al 1999; NIESSEN, GOTTARDI, 2008;  

TSANOU et al., 2008). Uma importante consequência funcional das alterações de expressão e 

localização da E-caderina é o aumento do pool citoplasmático de β-catenina (co-ativadora 

transcricional da via WNT) que pode promover ativação aberrante da via WNT canônica, 

conforme mencionada anteriormente. Este evento pode contribuir para carcinogênese e 

metástase, atuando de duas formas: desregulando a inibição por contato e permitindo uma 

hiperproliferação ou favorecendo o processo de migração e invasão por redução da adesão às 

células vizinhas (FODDE; BRABLETZ, 2007). No entanto, embora seja um consenso na 

literatura a participação desta via e seus efetores no inicio do processo tumorigênico, pouco se 

sabe em relação à função e localização da β-catenina e sua influência ao longo da progressão 

tumoral e na resposta a tratamentos. Além disso, alterações da organização epitelial, no que 

diz respeito à adesão celular, são eventos importantes ao longo progressão tumoral, sendo a 

principal característica de eventos relacionados à Transição Epitélio Mesenquimal. 
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1.6 Mecanismos envolvidos na progressão tumoral e metástase 

 

1.6.1 Transição epitélio mesenquimal 

 

 A maioria dos tumores humanos é de origem epitelial e 90% das causas de 

mortalidade por câncer são atribuídas à metástase, e não ao tumor primário do qual tais lesões 

malignas são provenientes. Similar a outros tipos de câncer, o carcinoma colorretal apresenta 

uma certa preferência de órgão para formação de metástase, sendo o fígado envolvido em 

70% dos casos de metástases provenientes de CCR. O segundo órgão alvo de metástase do 

CCR é o pulmão, sendo responsável por 20 a 30% de todos as metástases distantes derivadas 

deste tipo de câncer (SCHLUTER, K, 2006). A habilidade de metastização está associada a 

diversos fatores, tais como: capacidade de invasão de tecidos adjacentes; intravasamento; 

sobrevivência na circulação sanguínea ou linfática; extravasamento vascular e colonização de 

órgãos secundários (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Diversos estudos mostram que a 

progressão do câncer epitelial envolve a redução de expressão de marcadores epiteliais e 

aquisição de uma morfologia mesenquimal, com reorganização do citoesqueleto e aumento 

das propriedades migratórias e invasivas. Tais alterações são remanescentes da Transição 

Epitélio Mesenquimal (EMT, do inglês Epithelial Mesenchymal Transition), um processo 

fisiológico que ocorre durante o desenvolvimento embrionário e no reparo tecidual, e que 

pode ser reativado em processos patológicos como na fibrose e na progressão de tumores 

epiteliais (THIERY et al., 2009).  

 Por definição, a EMT é um processo dinâmico de alteração fenotípica frequentemente 

reversível, no qual células epiteliais aderentes apresentam redução da expressão de 

marcadores epiteliais (ex: E-caderina, ZO-1, claudinas, ocludinas e citoqueratinas em alguns 

casos) e aumento de marcadores mesenquimais (como N-caderina, vimentina e α-actina de 

músculo liso). A regulação da EMT se dá tanto por mecanismos não transcricionais (pequenos 

RNAs não codificantes (small non-coding RNAs), splicing alternativo e controles traducionais 

e pós traducionais, os quais afetam a estabilidade e localização proteica) quanto por controle 

transcricional, através da expressão de fatores de transcrição indutores de EMT (EMT-TFs) 

como Snai1 (Snail), Snai2 (Slug), Twist1, Zeb1 e Sip1 (TAUBE et al., 2010; DE CRAENE; 

BERX, 2013). Estes fatores de transcrição não estão restritos à regulação de E-caderina e 

outras proteínas do complexo juncional na EMT, mas também estão envolvidos na regulação 

da motilidade celular, proliferação, diferenciação e apoptose (BARRALLO-GIMENO; 
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NIETO, 2005; LAMOUILLE et al., 2014). Estudos mostram a importância da ativação de 

Twist na aquisição de invasividade e reversão da senescência induzida por ativação 

oncogênica (WEINBERG, 2008), mostrando a importância desse fator de transcrição em 

eventos pré-metastáticos precoces ao longo da progressão tumoral e favorecendo o racional de 

existência de metástase antes mesmo que o tumor seja detectável ao diagnóstico (COGHLIN; 

MURRAY, 2010). Além disso, de forma interessante, a função desses EMT-TFs na 

homeostase normal de células epiteliais diferenciadas ainda não é definida, embora estes 

estejam presentes naturalmente em vários tipos celulares diferenciados não epiteliais normais, 

como células hematopoiéticas, linfócitos e neurônios (DE CRAENE; BERX, 2013).   

 É importante mencionar que a EMT atua tanto na conversão mesenquimal de células 

epiteliais normais quanto tumorais, e no contexto das neoplasias, o desenvolvimento de EMT 

resulta na aquisição de características biológicas que são associadas com aumento da 

malignidade (THIERY et al., 2009). Além da EMT, evidências sugerem que o processo de 

transição mesênquimo-epitelial (MET, do inglês Mesenchymal-Epithelial Transition), inverso 

à EMT, ocorra na formação tecidual ectópica durante a instalação da metástase, permitindo 

que as células que sofreram EMT e realizaram intravasamento e extravasamento, possam 

aderir e proliferar nos sítios secundários de metastização (BRABLETZ et al.,2001). A Fig. 7 

ilustra as alterações celulares ocorridas durante o processo da EMT e MET e sua 

contextualização na progressão tumoral e metástase.  
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 Além de aumentar a capacidade invasiva e migratória, estudos recentes mostram o 

envolvimento da EMT na manutenção e desenvolvimento de características Stem cell (SC), 

através de evidências de interconversão de uma célula epitelial em uma SC após a ativação do 

repertório gênico de EMT, contribuindo diretamente tanto para a repopulação e manutenção 

do tumor quanto para a sua heterogeneidade, o que favoreceria também a aquisição de 

habilidade metastática e resistência a tratamentos (DE CRAENE; BERX, 2013). Tal evidência 

também reforça a hipótese de que, células que sofreram EMT são capazes de formar 

Figura 7: Esquema ilustrando as alterações ocorridas na EMT e MET e sua contextualização na 

progressão tumoral. As células epiteliais perdem progressivamente sua polaridade, os marcadores 

epiteliais e ocorre um ganho de marcadores mesenquimais, bem como um aumento da expressão de 

fatores transcricionais relacionados à EMT (EMT-TFs). As células adquirem um fenótipo mesenquimal, 

se desprendem do epitélio e invadem a camada basal, realizam o intravasamento, extravasamento e 

posteriormente desenvolvem a MET no sítio metastático. Adaptado de (CONDEELIS; SEGALL, 2003; 

DE CRAENE; BERX, 2013)  
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metástase através do seu potencial invasivo adquirido, possuindo vantagens seletivas de 

sobrevivência ao microambiente adverso a qual é exposta, até que a metástase seja concluída. 

Sendo assim, quando a célula chega ao órgão alvo, o potencial de auto-renovação adquirido 

(stemness adquirida via EMT) é importante para permitir a adaptação ao novo microambiente, 

proliferar e expandir-se até a formação de uma metástase macroscópica (TAUBE et al., 2010).   

 Apesar destas evidencias, nos últimos anos o conceito da EMT tem recebido muitas 

criticas. Alguns pesquisadores acreditam que a EMT seja um artefato e um equívoco 

patológico, uma vez que em uma lâmina, ou em técnicas de biologia celular e molecular, o 

que é visto são "fotos" retiradas de um processo extremamente dinâmico e atribuem a 

habilidade de formar metástases como intrínseca de células tronco, e que todo o repertório 

gênico caracterizado na EMT, seria uma característica de células pluripotentes. Um exemplo é 

a observação da expressão de Snail e Slug em tecidos normais, nos compartimentos 

enriquecidos de célula tronco, como nos melanócitos, células hematopoiéticas e em células 

epiteliais do esôfago, o que não significa que estas células encontram-se em uma progressão 

tumoral. Estudos sugerem que esses fatores de transcrição sejam responsáveis pela 

manutenção da plasticidade das células tronco. As controvérsias também são fomentadas 

devido a dificuldade de se obter marcadores específicos de TEM, uma vez que o que ocorre 

na realidade são gradientes de EMT, e somente experimentos in vitro conseguem reportar, até 

o momento, uma EMT completa (LEDFORD, 2011; TARIN et al., 2005). 

 

1.6.2 Tipos de migração celular 

 

 Devido a ampla heterogeneidade dos tumores sólidos, outros mecanismos além da 

EMT, podem estar relacionados à progressão tumoral e metástase dos tumores epiteliais. A 

EMT gera células com capacidade migratória e invasiva do tipo mesenquimal, em single cell, 

onde as células são alongadas (formato fibroblástico) e o processo invasivo requer altos níveis 

de adesão célula- matriz e proteólise (FRIEDL; WOLF, 2010). Estudos in vitro e in vivo 

mostram que as células infiltram-se pela matriz de diversas formas, via células individuais ou 

por grupos de células, caracterizando a invasão coletiva. Em princípio, quanto menos 

diferenciado o tumor, mais propenso a realizar migração via single cells. Sendo assim, os 

modos de migração coexistem e inclusive são capazes de realizar uma interconversão entre 

eles dependendo do estímulo do microambiente. A migração ameboide constitui-se outro tipo 

de migração single cell, onde as células são arredondadas e a invasão é dependente de 
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contratilidade da actomiosina cortical e independente de metaloproteases e adesão à matriz 

(FRIEDL; WOLF, 2003). A expressão de moléculas relacionadas ao modo de invasão 

mesenquimal e amebóides pode ser observada no front invasivo em modelos de carcinoma 

mamário (WANG et al., 2004; VALASTYAN; WEINBERG, 2011). Histopatologicamente, a 

invasão em amostras de pacientes é definida como a presença de células isoladas, em grupos 

compactados ou em grupos de células interconectados que se organizam em filas no tecido 

normal subadjacente ao tumor. Embora a maioria dos tumores de baixo estadiamento retenha 

a adesão celular e invadam em filas multicelulares, tumores de estadiamento tardios 

apresentam invasão heterogênea, em forma de grupos celulares e algumas áreas de invasão 

em single cell. Dessa forma, embora a invasão do tipo single cell possa aumentar a eficiência 

metastática, o desprendimento da massa tumoral, invasão e intravasão podem ser realizados 

em grupos de células, como observado tanto em amostras de sangue quanto em tecidos de 

pacientes (FRIEDL; WOLF, 2003; FRIEDL; WOLF, 2010; HOU et al., 2011). A maioria dos 

tumores aparentemente invade em unidades multicelulares coesivas, mas é possível que uma 

célula "líder", localizada na zona do front da invasão coletiva possa sofrer EMT, com intuito 

de direcionar o movimento da invasão coletiva (FRIEDL; WOLF, 2003; VALASTYAN; 

WEINBERG, 2011; ALEXANDER; FRIEDL, 2012). A Fig. 8 ilustra os tipos de migração 

celular envolvidas na adesão e metástase e suas características inerentes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Tipos de migração celular e suas características inerentes. Estratégias de migração utilizadas 

pelas células tumorais, suas características relacionadas e suas possibilidades de interconversões. Adaptado de 

(FRIEDL;  WOLF, 2003; FRIEDL; WOLF, 2010) 
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 Embora os tipos de migração celular estejam sendo cada vez mais caracterizados 

quanto ao seu perfil molecular e fenotípico, e seja possível detectar tais células em amostras 

de pacientes com câncer invasivo, pouco se sabe sobre a influência dos tratamentos na 

indução de migração e invasão ao longo da resistência terapêutica. Além disso, pouco se sabe 

sobre a influência de modificações pós-traducionais, como a glicosilação, na modulação dos 

processos relacionados à aquisição de um fenótipo migratório e invasivo em células que 

sobrevivem ao tratamento com a radioterapia. 

 

1.6.3 Glicanos e câncer 

 

 A glicosilação é a modificação pós-traducional mais comum e mais complexa 

encontrada em proteínas de eucariotos e presume-se que aproximadamente cinquenta por 

cento de todas as proteínas sejam glicosiladas (APWEILER et al., 1999), sendo o produto 

gênico de 1% dos genes humanos envolvidos na regulação desse processo (LOWE; MARTH, 

2003). A glicosilação envolve complexas reações catalisadas por glicosiltransferases e 

glicosidades que se encontram ligadas à membrana do retículo endoplasmático e do complexo 

de Golgi (DELL; MORRIS, 2001). Durante um longo período, estudos no campo da 

glicobiologia eram focados apenas na questão estrutural, e só recentemente que os trabalhos 

passaram a investigar o papel funcional dos glicanos, gerando um novo campo na ciência 

denominado Glicômica Funcional (ZHAO et al., 2008b). Neste contexto, alterações no perfil 

de glicosilação contribuem para diferentes eventos da progressão tumoral, tais como: 

proliferação, angiogênese, metástase, evasão da apoptose, perda da adesão célula-matriz  e 

também da adesão célula-célula, uma vez que a glicosilação influencia nas funções biológicas 

de caderinas e integrinas (MARCUM; ROSENBERG, 1985; GRANOVSKY et al., 2000; 

NAGY et al., 2002; LAGANA et al., 2006; PINHO et al., 2009a; CROCI et al., 2012). Sendo 

assim, tanto alterações no perfil de glicosilação quanto na expressão gênica de enzimas que 

medeiam esse processo, como as glicosiltransferases, têm sido relacionadas à tumorigênese e 

a eventos relacionados à progressão tumoral, como na metástase e invasividade 

(YAMAMOTO et al., 2000; FREDMAN et al., 2003; LAU ; DENNIS, 2008). No entanto, 

apesar de existir uma enorme diversidade estrutural de glicanos, somente um grupo 

relativamente pequeno de arranjos tem sido associado à tumorigênese, como os pertencentes 

ao grupo dos N-ligados. A N-glicosilação é a transferência de um oligossacarídeo para 

resíduos do aminoácido asparagina (Asn), desde que estejam presentes na sequência 
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específica Asn-X-Ser/Thr (asparagina-qualquer aminoácido exceto prolina-serina ou treonina) 

de polipeptídeos nascentes no retículo endoplasmático. Em seguida, tal oligossacarídeo sofre 

novos processamentos e adição de novos açúcares ao terminal não redutor do glicano pela 

ação de glicosiltransferases, formando três estruturas principais de N-glicanos: (i) As ricas em 

manose, representando a fase inicial da síntese de N-glicanos, antes da ação de enzimas 

manosidases; (ii) as híbridas, representando a fase intermediária e apresentando estruturas 

comuns às ricas em manose e complexas; (iii) e as complexas, que representam a fase tardia, 

sendo mais comumente bi-antenadas e menos frequentemente tri- ou tetra-antenadas 

(BERTOZZI ; KIESSLING, 2001; MOREMEN et al., 2012). A Fig. 9 ilustra como os 

glicanos regulam diferentes aspectos da progressão tumoral e as principais estruturas de N-

glicanos. 
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 Neste sentido, uma vez que a estrutura destes glicoconjugados é determinada pela ação 

de glicosiltransferases e glicosidades – enzimas que catalisam a síntese e a quebra de ligações 

Figura 9: Papel dos glicanos durante a progressão tumoral e os principais tipos de N-Glicanos. A: Duas 

células metastáticas são ilustradas e seis importantes processos para a progressão tumoral são indicados. B: 

Representação esquemática das estruturas dos N- glicanos. Adaptado de (POTAPENKO et al., 2013a; PINHO 

et al., 2010). 
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glicosídicas, respectivamente – alguns estudos têm demonstrado que alterações na expressão 

destas enzimas podem modular também a adesão célula-célula. Neste caso, duas enzimas 

desempenham papéis antagônicos: a N-acetilglicosaminiltransferase III (GnT-III) e a N-

acetilglicosaminiltransferase V (GnT-V) (TANIGUCHI et al., 2006). Existe uma relação entre 

a expressão de GnT-III e a adesão célula-célula estável mediada por E-caderina 

(YOSHIMURA et al., 1996; IIJIMA et al., 2006; PINHO et al., 2009b), sugerindo um papel 

supressor de GnT-III sobre o fenótipo maligno. De uma forma oposta, a glicosilação da E-

caderina catalizada pela GnT-V está associada a uma destabilização da adesão célula-célula 

mediada pela E-caderina, contribuindo para a progressão tumoral (PINHO et al., 2013b). Em 

relação ao prognóstico foi observado que a expressão de GnT-V estava associada a uma 

redução da sobrevida global em pacientes com CCR (REIS et al., 2010). Além disso, estudos 

anteriores e também do nosso Grupo vêm mostrando que a inibição de glicosilação N-ligada 

induz tanto a radiossensibilização de células tumorais quanto inibição das sinalizações 

resultantes de receptores tirosina-quinase, sendo um alvo candidato para reversão de 

resistência adquirida à esta classe de inibidores (CONTESSA et al., 2008; de-FREITAS-

JUNIOR et al., 2012; de-FREITAS-JUNIOR et al., 2013). 

 Embora a maioria dos estudos correlacione a expressão desses glicanos com a 

tumorigênese e progressão tumoral, poucos estudos se empenham em avaliar a correlação 

entre expressão e biossíntese de N-glicanos e mecanismos envolvidos na aquisição de 

resistência terapêutica .  

 

1.7 Tratamentos do câncer colorretal e resistência terapêutica 

 

 1.7.1 Tratamentos  

 

 No CCR observa-se que em 72% dos casos o tumor acomete o cólon e 28% o reto, 

porém, estas duas manifestações da doença são reportadas em conjunto (CENTELLES, 2012). 

Ambos compartilham muitos aspectos como etiologia, diagnóstico, patologia e tratamento de 

doença metastática, mas devido a questões anatômicas, tanto o tratamento de doença 

localizada quanto as taxas de recorrência diferem significativamente entre si (AMERICAN 

CANCER SOCIETY, 2011; LÓPEZ-LARA ; DIEZHANDINO GARCÍA, 2011). Porém, um 

estudo comparando 276 amostras de câncer de cólon e reto e tecido normal (THE CÂNCER 

GENOME ATLAS NETWORK GENOTYPES-2012) mostrou por diversas análises 
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(sequenciamento e número de cópias do DNA, perfil de metilação, mRNA e RNAs não 

codificantes) que os tumores de cólon e reto são indistinguíveis a nível molecular. O 

estadiamento é essencial para escolha do tratamento e avaliação do prognóstico, sendo o 

sistema mais utilizado o TNM (do inglês Tumor–Node–Metastasis), o qual avalia 

características como extensão e tamanho do tumor primário, acometimento dos linfonodos 

próximos à região do tumor e a presença de metástase (EDGE ; COMPTON, 2010).  

Durante muitos anos, a cirurgia consistia no único tratamento para CCR avançado. 

Devido às altas taxas de recorrência, ao longo dos anos foram incorporadas a radioterapia 

(RT), a quimioterapia (QT) e as terapias alvo, as quais podem ser combinadas em doses e 

ordem de tratamento, podendo ser neoadjuvante ou adjuvante nos esquemas terapêuticos. A 

quimioterapia é baseada há décadas, na administração do análogo de pirimidina 5-

Fluorouracila (5-FU), tornando-se aceitável o uso da fluorpirimidina oral Campecitabine (pró-

droga) devido a sua conveniência de administração e equivalência farmacológica. A 

oxaliplatina (composto derivado de platina) e o Irinotecano (Inibidor de topoisomerase1) 

também vêm sendo utilizados em ensaios clínicos e em alguns esquemas terapêuticos, embora 

seja conflitante o benefício da adição desses medicamentos ao tratamento 

(PRAMATEFTAKIS et al., 2012). Recentemente, a agência regulatória americana (FDA do 

inglês, Food and Drug Admnistration) aprovou para casos e estadiamentos específicos de 

CCR o uso de terapias alvos como anticorpos monoclonais anti-VEGF (Bevacizumab), anti-

EGFR (Cetuximab e Panitumab) e inibidores de quinases, como o Aflibercept e o 

Regorafenib (inibidores multiquinases), embora ainda não seja conclusivo o benefício do 

tratamento com essas novas drogas (BENSON et al., 2013; FAKIH, 2013; TEMRAZ et al., 

2014). No Brasil, a Portaria nº 601, de 26 de junho de 2012, que Aprova as Diretrizes 

Diagnósticas e Terapêuticas do Câncer de Cólon e Reto não recomenda o uso de esquemas 

contendo irinotecano, mitomicina C, bevacizumabe, cetuximabe ou panitumumabe em 

determinados estadiamentos por não haver demonstração de vantagem clínica em termos de 

ganho de sobrevida quando comparados aos tratamentos contendo apenas fluoropirimidina. 

Outros estudos também mostram um aumento da toxicidade do tratamento e um ganho de 

sobrevida considerado "modesto" para que justifique a utilização de tais novos medicamentos. 

 Já a radioterapia é uma modalidade terapêutica utilizada na clínica para o tratamento 

de tumores desde 1897 (PRISE et al., 2005) e é considerada terapia de primeira linha para 

diversos tumores sólidos, tanto com intenção curativa para cânceres primários como paliativa 

(YACOUB et al., 2006). Estudos mostram melhores resultados do esquema neoadjuvante em 
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relação ao adjuvante,com redução da recidiva local, porém, sem nenhum aumento 

significativo da sobrevida global (VONK ; HAZARD, 2010; YORIO et al., 2012; GLYNNE-

JONES, 2012; PACH ET AL., 2012). Os protocolos de RT neoadjuvante consistem em doses 

hiperfracionadas de 1,8 a 2,0 Gy durante 5 a 7 semanas ou doses hipofracionadas de 5Gy 

durante 5dias. Ambos os esquemas de fracionamento são importantes para permitir o 

reestabelecimento dos tecidos normais entre as exposições, porém, não só as células do tecido 

normal, mas também as células tumorais podem se reestabelecer e ocorrer uma repopulação 

de células sobreviventes à radiação. Além disso, metástases refratárias ocorrem 

frequentemente após a radioterapia (VAN DEN BRINK et al., 2004) e a literatura é 

inconclusiva em relação ao seu real valor nos esquemas terapêuticos (PACH et al., 2012).  

 Estudos mostram que a radiação induz a secreção de fatores de crescimento e citocinas 

no microambiente irradiado, como EGF, TNFα, IL1 (interleucina1), IL6 (interleucina 6) e 

TGF-β. Além disso, sabe-se que as células não morrem imediatamente após a exposição à 

radiação e as células sobreviventes continuam interagindo com esse microambiente 

(BARCELLOS-HOFF et al., 2005; HAMADA et al., 2007), podendo desenvolver respostas 

radioadaptativas através da ativação de mecanismos de reparo do DNA, sinalizações de stress 

celular e ativação de vias de sobrevivência (AHMED; LI, 2008). Porém, as características 

fenotípicas e o comportamento dessas células remanescentes e suas progênies é pouco 

conhecida, uma vez que a grande maioria dos estudos analisam as células diretamente 

atingidas pela radiação e em tempos curtos, e somente alguns deles que avaliam os efeitos 

transgeneracionais desse tratamento. Estudos prévios mostraram que a radiação induz uma 

desorganização dos contatos intercelulares em linhagens de câncer colorretal diretamente 

atingidas pela radiação (de CARVALHO et al., 2006) bem como o desenvolvimento de EMT 

em modelos de câncer de pulmão (JUNG et al., 2007). Além disso, estudos recentes reportam 

que a EMT pode ser induzida por fatores de crescimento e citocinas envolvidas na progressão 

do câncer, como o EGF, TNF-α e TGF-β, os mesmos induzidos pela radiação como 

mencionado anteriormente (ANDARAWEWA et al., 2011; LI et al., 2012; ZHANG et al., 

2013).  

 

1.7.2 Mecanismos de resistência terapêutica 

 

 Nos últimos anos têm sido identificados inúmeros mecanismos moleculares que 

governam o desenvolvimento e progressão dos tumores, proporcionando a aprovação de 



 
 

42 
 

vários medicamentos para o tratamento de câncer. Tais medicamentos apresentam benefícios 

clínicos plausíveis para sua utilização, porém, muitas vezes esses benefícios levam apenas a 

um aumento modesto da sobrevida dos pacientes (HUFF et al., 2006). Sendo assim, este 

amplo entendimento da biologia tumoral ainda não foi suficiente para o desenvolvimento de 

terapias 100% eficientes e, infelizmente, a maioria dos pacientes apresentam resistência em 

algum momento ao longo do tratamento (WILSON et al., 2009). A ineficiência de cura do 

câncer é atribuída à capacidade de repopulação e metástase das células tumorais após o 

tratamento inicial, mesmo quando não há nenhum sinal detectável de doença ao fim da terapia 

(MORRISON et al., 2011).  

 O insucesso terapêutico pode ser devido à resistência intrínseca (através de mutações e 

mecanismos epigenéticos pré-existentes no tumor) ou via resistência adquirida (seja por 

mutação induzida ou alteração de expressão proteica, seja via epigenética ou não após a 

exposição ao tratamento), onde diversos mecanismos estão relacionados com ambas as formas 

de resistência. Dentre os mais estudados encontram-se aqueles relacionados ao metabolismo 

da droga, incluindo a alteração da sua captação (via alteração de expressão de receptores, 

transportadores e de proteínas da junção tight, como as claudinas, alterando a entrada de 5-

FU, por exemplo, dentro das células) e aumento da detoxificação através de alterações de 

expressão enzimática do complexo citocromo P450 e enzimas que neutralizam o stress 

oxidativo causado pelos quimioterápicos ou radioterapia (ZAHREDDINE ; BORDEN, 2013). 

Por outro lado, o aumento do efluxo de drogas se deve pelo aumento da expressão de bombas 

de efluxo pertencentes a família ABC (do inglês ATP Binding Membrane Transporters). As 

principais são: a P-gP (produto do gene MDR1) responsável por transportar agentes anti-

tumorais hidrofóbicos; a Proteína 1 associada a resistência multidrogas (MRP1), responsável 

pelo efluxo de drogas carregadas negativamente pela conjugação com a GSH (glutationa);  e a 

MXR (também conhecida como proteína de resistência do câncer de mama ou proteína ABC 

da placenta), responsável pela quimiorresistência a diversas drogas, inclusive inibidores de 

topoisomerases 1 (GOTTESMAN et al., 2002).  

 Outro mecanismo importante envolvido na aquisição de resistência terapêutica é o 

aumento da expressão de membros da família de proteínas anti-apoptóticas (IAPs). Dentre 

elas, a Survivina está envolvida tanto na inibição da apoptose quanto no controle da 

progressão do ciclo celular e encontra-se expressa na maioria dos tumores e praticamente 

ausente em tecidos normais. Sua expressão também é correlacionda à resistência à diversos 

tratamentos (ALTIERI, D, 2006).  
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 Vias oncogênicas também são integradas com resistência terapêutica e constituem 

novos alvos terapêuticos, como é o caso do Imatinib, cujo alvo é a tirosina quinase 

BCR/ABL; a via do EGFR, HER-2, dentre outras (Zahreddine ; Borden, 2013). Outros 

mecanismos envolvidos são a ativação de vias de sobrevivência, como PI3K e IGFR1; 

aumento da capacidade de reparo do DNA; perda de função de p53; e desregulação das vias 

apoptóticas, através do aumento da expressão de IAPs (do inglês anti-apoptotic protein) e 

redução de proteínas apoptóticas (MORRISON et al., 2011; WORKMAN et al., 2013; 

YARDLEY, 2013). Modificações pós-traducionais de proteínas também vêm sendo 

relacionadas à mecanismos de resistência, como a adição de ácido siálico na extremidade de 

glicanos N-ligados (LEE et al., 2008). 

 Devido às características inerentes ao processo de resistência, estudos sugerem que a 

origem da falha do tratamento sejam as Cancer Stem cells, enquanto outros sugerem que o 

próprio tratamento exerça uma pressão seletiva no microambiente, induzindo um fenótipo 

secretório que ao longo do tratamento, ativam os mecanismos mencionados acima e até 

mesmo, a EMT e características de SC (ALEXANDER ; FRIEDL, 2012). 

 

1.8 Justificativa do estudo: 

 

Embora muitos mecanismos de resistência já tenham sido descritos e novos 

medicamentos vem sendo desenvolvidos, poucos avanços no tratamento do CCR foram 

obtidos, sendo necessário a identificação de vias ativadas pela radioterapia que modulam o 

fenótipo celular em processos relacionados à repopulação do tumor e aquisição de metástase, 

com intuito de fornecer potenciais alvos terapêuticos. 

 Sendo assim, a ocorrência de metástase após a radioterapia; o fato de o sucesso 

terapêutico ser desafiado pela capacidade de sobrevivência e invasividade das células 

remanescentes que não são erradicadas pelo tratamento; e que não é conhecido o 

comportamento dessas células após o tratamento com a radiação; torna-se de suma 

importância analisar os mecanismos celulares e moleculares que regulam a sobrevivência das 

progênies derivadas de células sobreviventes ao tratamento com a radiação. Além disso, a 

caracterização dessas subpopulações pode auxiliar no entendimento do processo de aquisição 

de resistência ao tratamento e propor novos alvos para evitar o insucesso terapêutico do CCR. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral  

 

Analisar os efeitos induzidos pela radiação gama (5Gy) e avaliar o quanto tais efeitos 

poderiam influenciar nas características malignas da progênie derivada de células de câncer 

colorretal humano (Caco-2, HT-29 e HCT-116) irradiadas, bem como avaliar o perfil de 

glicosilação na progênie mais invasiva, F1 5Gy HT-29. 

 

2.2 Objetivos Específicos  

 

2.2.1 Analisar a radiossensibilidade das linhagens utilizadas no estudo, bem como a 

capacidade clonogênica das células sobreviventes;  

 

2.2.2 Avaliar o fenótipo da progênie proveniente das células irradiadas e suas alterações 

morfológicas em relação à adesão celular e a organização do citoesqueleto; 

 

2.2.3 Analisar o potencial migratório e invasivo da progênie derivada de células irradiadas; 

 

2.2.4  Avaliar potenciais vias de sinalização relacionadas ao fenótipo adquirido, 

 

2.2.5 Analisar o perfil de expressão gênica relacionada ao desenvolvimento de um fenótipo 

mais agressivo.   

 
2.2.6 Avaliar o perfil de glicosilação global da progênie mais invasiva, F1 HT-29  

 

2.2.7 Avaliar o perfil de glicosilação da molécula de E-caderina nas progênies F1 Controle e 

F1 5Gy HT-29 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  
 

3.1 Material 

O anticorpo monoclonal mouse anti- α-tubulina foi adquirido da Invitrogen Inc. (Carlsbad, 

CA, EUA). O anticorpo monoclonal mouse anti-E-caderina (clone 36) foi adquirido da BD 

Biosciences (San Diego, CA , EUA) . Os anticorpos rabbitanti - β - catenina, p-GSK3β (Ser- 

9) (5B3), anti - GSK3β monoclonal (27C10) e anti-GAPDH (14C10) foram adquiridos da 

Cell Signaling (Danvers , MA , EUA). O anticorpo rabbit anti-survivina foi adquirido da 

R&D System (Minneapolis, MN, EUA). Anticorpo Alexa Fluor ® 488 IgG-goat-anti-mouse e 

Alexa Fluor ® 546 IgG-goat-anti-rabbit foram obtidos da Molecular Probes (Eugene, Oregon, 

USA). Anti mouse e anti-rabbit IgG conjugado a HRP foram adquiridos da GE Healthcare 

(Chalfont St Giles , Reino Unido). O anticorpo monoclonal vimentina anti-mouse (clone V9), 

Faloidina conjugada à rodamina isotiocianato (Cat. P1951), anticorpo monoclonal anti-

vimentina conjugado a Cy3 (Cat. C9080) e 4 ' dicloridrato de 6 - diamidino - 2 - fenilindole 

(DAPI;) foram adquiridos da Sigma - Aldrich (St. Louis , MO , EUA). As lectinas biotiniladas 

Phaseolus vulgaris leucoagglutinin (L-PHA) foram adquiridas da Vector Laboratories, EUA.  

 

3.2 Cultura de células e tratamento com radiação  

 

Linhagens celulares de adenocarcinoma colorrectal humano Caco-2 (HTB-37 TM) e HT - 29 

(HTB-38 TM) e de carcinoma colorectal humano HCT-116 (CCL-247 TM) foram obtidas da 

American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA, EUA). As células Caco-2 

apresentam mutação em APC, TP53 e SMAD4 e possuem baixo potencial invasivo e 

metastático, com um fenótipo diferenciado quando formam uma monocamada confluente. Já 

as células HT-29 são moderadamente diferenciadas, com mutações em BRAF, PIK3CA, TP53, 

SMAD4 e APC (ROWAN et al., 2000; FLATMARK et al., 2004). As células HCT-116 

apresentam mutações em KRAS, PIK3CA e β - catenina, sendo TP53 wild type, com um 

fenótipo indiferenciado e alto potencial tumorigênico (AHMED et al., 2013). As células 

foram cultivadas em meio DMEM (Dulbeco's Modified Eagle's Medium, GIBCO - 

Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 

penicilina G (100 mg/L) e estreptomicina (60 mg/L), a 37 ° C em estufa  com 5 % CO2/ 95% 

de O2.  As células em subconfluência foram expostas a uma única dose de radiação (5Gy) a 25 

° C utilizando um irradiador gama de 137Cs (IBL 437C , CIS bio International) a uma taxa de 

dose de 2,65 Gy / min. As células controle (não irradiadas) foram mantidas em meio DMEM 
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e as células irradiadas mantidas em confinamento com o mesmo meio irradiado  durante 24 h.  

Após este tempo, as células controle e irradiadas foram tripsinizadas (com 0,05% de tripsina / 

0,02% de EDTA diluídos em PBS); plaqueadas em baixa densidade e mantidas até a formação 

de colônias progênies e então submetidas aos experimentos seguintes. A progênie derivada de 

células não irradiadas foram chamadas de " F1 Controle", e a progênie de células irradiadas 

foram chamadas de "F1 5Gy". Para fins experimentais, as células foram mantidas em garrafas 

de cultura, placas, lamínulas de vidro ou em insertos de membrana de policarbonato 

Transwell ® (poros de 8 µm) (Costar Cambridge, MA) revestidas com Matrigel ® (BD 

Biosciences, San Diego, CA , EUA). O meio de DMEM no qual as progênies de células HT-

29 irradiadas ou controles foram cultivadas foi chamado meio condicionado (MC).  

 

3.3 Ensaio clonogênico 

 

Progênies derivadas de células parentais irradiadas e controles (Caco-2, HT-29 e HCT-116) 

foram cultivadas em densidade baixa (2,5 x 102 células) em placas de 12 poços, durante sete 

dias, para determinar o efeito da irradiação sobre o potencial clonogênico. Em seguida, as 

colônias foram fixadas com etanol 100% (10 minutos), coradas com uma solução de cristal 

violeta (0,05 % de cristal violeta e 20 % de etanol) durante 10 min, lavadas com água e em 

seguida, o corante foi solubilizado em metanol 10%. A absorbância a 595 nm foi medida em 

um espectrofotômetro Spectra Max 190 (Molecular Devices, Sunny vale, CA, EUA), e as 

barras dos gráficos representadas como percentagem de formação de colônias a partir da 

densidade óptica obtida, onde o controle = 100%. Dados representativos de três experimentos 

independentes.  

 

3.4  Atividade de caspase 

 

A atividade de caspase foi monitorada nas progênies derivadas de células parentais irradiadas 

e controles (Caco-2, HT-29 e HCT-116) usando o kit Caspase-Glo assay® 3/7 (Promega, 

Madison, WI, EUA) de acordo as indicações do fabricante. A luminescência foi mensurada 

em um luminômetroVeritas (Turner Biosystems, Inc. Sunny vale, CA, EUA). Os dados foram 

plotados como o índice de ativação caspase 3,7 (F1 5Gy/F1 Controle). 

 

3.5 Obtenção de lisados celulares e Immunoblotting 
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 As progênies de células parentais irradiadas e controles (Caco-2, HT-29 e HCT-116) foram 

homogeneizadas em tampão de lise (1 % Triton X-100, 0,5% deoxicolato de sódio, 0,2 % 

SDS, NaCl 150 mM , EDTA a 2 mM , Hepes 10 mM, pH 7,4) contendo NaF 20 mM, 

ortovanadato de sódio 1 mM e coquetel de inibidores de protease (1:100)  (Sigma Aldrich, St 

Louis, MO, EUA) durante 30 min a 4°C. Os lisados celulares foram submetidos a 

centrifugação (10.000 g/10 min; 4°C) e os sobrenadantes recolhidos e armazenados a -80°C 

para análise subsequente. Quantidades iguais de proteína (30µg/µL) provenientes dos lisados 

celulares foram separadas por SDS-PAGE em géis de poliacrilamida (10% e 13 %). Após a 

eletroforese, as proteínas foram transferidas para membranas de nitrocelulose, incubadas em 

tampão de bloqueio (5% de leite desnatado em solução de TBS-Tween 0,1%durante 1 h. Em 

seguida, foram incubadas overnight com anticorpos primários anti-E-caderina (1:5000) , anti-

β-catenina (1:4000), anti-vimentina (1:1000), anti-fosfo-GSK3β (1:1000), anti-GSK3β total 

(1:1000) e anti-survivina (1:1000). Após sucessivas lavagens , as membranas foram incubadas 

por 1 h com anticorpos secundário correspondentes, anti-mouse ou anti-rabbit conjugados à 

peroxidase, na diluição de 1:10000 em TBS-T0,01%, por 60 min. As membranas foram 

lavadas com TBS-T 0,1%, e a detecção da imunomarcação foi realizada através de reação de 

quimioluminescência, utilizando o kit ECL (Amersham Biosciences GE Healthcare UK 

Limited, Buckinghamshire, Reino Unido). A quantificação dos níveis proteicos foi realizada 

por análise densitométrica usando software LabWorks 4.6 (BIO RAD, Upland, CA, EUA). 

Anti- α - tubulina (1:500) ou anti - GAPDH (1:1000) foram usados como housekeeping. 

 

3.6 Imunofluorescência e Fluorescência direta  

 

Células F1 controle e F1 5Gy foram cultivadas sobre lamínulas de vidro até a formação de 

colônias;lavadas com PBS e fixadas com metanol 100% durante 20 min a -20° C. Depois 

foram lavadas e re-hidratadas com PBS/CM (PBS contendo CaCl2 100 mM e MgCl2 100 mM, 

pH 8,0). Posteriormente, foram bloqueadas com 0,2% BSA e permeabilizadas com 0.1% 

Triton X-100 (60 min). Logo após, foram incubadas overnight com os anticorpos primários 

anti E-caderina (1:300), anti β-catenina (1:200) ou com lectinas anti-LPHA (1:100), seguidas 

de 1h de incubação com seus respectivos anticorpos secundários conjugados a Alexa fluor 

488 ou 546 (diluição 1:500), no caso das imunofluorecências indiretas. Para 

imunofluorecência direta, utilizou-se anticorpo anti-vimentina conjugada a Cy3 (1:100; 40 

min) e para fluorescência direta, utilizou-se Faloidina conjugada à TRITC 500 ng/mL (40 
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min) , sendo previamente fixadas em 4% de paraformaldeído e permeabilizadas com 0,5% de 

Triton X-100. Em seguida, todas as lamínulas foram incubadas com DAPI (1:1000; 1 min 

muito tempo), lavadas e montadas utilizando n-propil-galato (Sigma Aldrich, USA), sendo 

visualisadas em  microscópio confocal a laser , FV10i-O. As imagens foram analisadas 

usando o software FV10-ASW (Olympus, Tokyo, Japan). As imagens são representativas de 

três experimemtos independentes. 

 

3.7 Análise da migração celular (Wound healing assay) 

 

F1 5Gy e F1 Controle de Caco-2 e HT-29 foram cultivadas em placas de 24 poços até 

atingirem a confluência e submetidas a um risco com ponteira estéril. Para cada poço, cinco 

campos ao longo da extensão do risco foram selecionados, marcados e analisados em 

microscópio Axio Observer. Z1 equipado com um Axio Cam HRc e Axio Vision Release 8.2 

Image Analyzer (Carl Zeiss , Inc., Jena, Alemanha). Em seguida, as células foram incubadas 

durante 24 h para permitir que as células migrassem pela abertura na monocamada formada 

pelo risco. As captações das imagens foram feitas imediatamente após o risco (t = 0 h) e no 

final do experimento (t= 24 h). A quantificação da migração foi realizada através de medições 

da distância entre as duas bordas da lesão através do programa Adobe Photoshop CS3 (Adobe 

Systems Inc., CA, EUA). Os valores de migração celular estão representados como a 

percentagem de migração (que correspondem ao fechamento da lesão produzida na 

monocamada), sendo as barras dos gráficos correspondentes a médias ± SEM de ensaios em 

triplicata para cada linhagem celular, de pelo menos, três experimentos independentes. 

 

3.8 Ensaio de invasão celular 

 

Para o ensaio de invasão celular, células HT-29 F1 5Gy e Controle F1 (3x104) foram 

cultivadas na superfície superior de insertos de membrana de policarbonato Transwell ® 

(poro de 8 um; Costar), revestido com 20 µL de Matrigel ® (BD Biosciences) diluído 1:10 em 

200µl de DMEM isento de SFB. Utilizou-se meio DMEM suplementado com 10% de SFB 

como um quimioatraente na parte inferior da câmara, e após 24 h de incubação a 37o C, o gel 

que revestia a superfície superior da membrana foi retirado com uma haste de algodão, uma 

vez que as células que atravessaram o gel são aquelas que invadiram e consequentemente 

encontram-se na parte inferior da membrana. A membrana foi então fixada com etanol 100% 
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(10 min), coradas com violeta de cristal e analisadas ao microscópio Axio Observer Z1. O 

número de células que invadiram foi expresso como a média de quatro campos aleatórios 

analisados sob o microscópio. Os valores são representados no gráfico como o número de 

vezes que a F1 5Gy invadiu em relação ao controle (onde os dados do F1 Controle foram 

normalizados para 1) e correspondem a média ± SEM de ensaios em triplicata, em três 

experimentos independentes. 

 

3.9 Zimografia 

 

40 µg de proteínas provenientes do meio condicionado de HT-29 F1 Controle e F1 5Gy foram 

submetidas a eletroforese em gel de acrilamida (10%) contendo 0,2% de gelatina (Porcine 

skin, tipo A,  Sigma-Aldrich). Após a eletroforese, os géis foram incubados com tampão de 

lavagem (10 mMTris / HCl, pH 8,8 contendo 2,5% de Triton X-100) 2 vezes, por 30 min 

cada, em temperatura ambiente e em seguida incubadas em tampão de ativação (5 mM de 

CaCl2, 0,02% de NaN3, e 50 mMTris / HCl, pH 8,0) a 37 ° C overnight.  Em seguida, os géis 

foram corados com Comassie Azul Brilhante R-250 e incubados em solução descorante (10% 

(v/v) de ácido acético e 40% (v/v) de metanol). A atividade gelatinolítica das metaloproteases 

(MMPs) foi detectada através da visualização bandas não coradas sobre o fundo azul nos géis 

digitalizados. 

 

3.10 Ensaio de atividade transcricional de TCF / LEF por gene repórter  

 

Para analisar a atividade transcricional de β-catenina na progênie, avaliamos a ativação do 

fator de células T (TCF) / fator potenciador linfóide (LEF) da família de fatores de transcrição 

(TCF/LEF) através do kit o Dual-luciferase Reporter Assay System ® (Promega, 

Madison,WI, EUA). Foram utilizados dois plasmídeos de TCF neste ensaio, sendo um deles 

com o domínio de ligação para a β-catenina wild type TCF-luciferase construct (TOP flash) e 

outro com o domínio de ligação para a β-catenina mutado (FOP flash), o qual foi utilizado 

como um controle negativo para a atividade TOP flash. HT-29 F1 controle e F1 5Gy foram 

cultivadas (2 x 103) em uma placa de 24 poços até a sub-confluência. Em seguida, as células 

foram co-transfectadas transitoriamente com SUPER 8X TOP FLASH β-catenina luciferase 

(2 µg) e PRL-TK (Renila-0,2 µg) ou plasmídeos SUPER 8X FOP FLASH β-catenina 

luciferase (2 µg) e plasmídeos PRL-TK (Renila 0.2µg). Ambas foram realizadas com o 
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Reagente de Transfecção FuGENE ® HD (Promega), de acordo com o protocolo do 

fabricante. A atividade luciferase tanto da Renila quanto das condições de tratamento foram 

mensuradas 24 h após a transfecção utilizando os reagentes do kit Glo (Promega), de acordo 

com o protocolo do fabricante, num luminômetro Veritas (Promega). Os resultados foram 

normalizados (atividade TOP / atividade Rel) / (atividade FOP / atividade Rel) e as atividades 

repórter TCF/LEF foram plotadas. Os valores são representados no gráfico como o número de 

vezes que a F1 5Gy aumentou a atividade luciferase em relação ao controle (onde os dados do 

Controle F1 foram normalizados para 1) e correspondem a média ± SEM de ensaios em 

triplicata, em três experimentos independentes. 

 

3.11 Extração de RNA e qRT-PCR 

 

Alterações na expressão de RNAm de E- caderina, Snail, Slug, Twist, Vimentina, 

Fibronectina e N-caderina foram avaliados por qRT- PCR. Progênies de HT-29 F1 controle e 

F1 5Gy foram submetidas a extração de RNAm com o reagente Trizol ® (Invitrogen) de 

acordo com o protocolo do fabricante e armazenados a -80oC. 2 µg de RNAm total foram 

submetidos ao tratamento com DNAse (Invitrogen) para descontaminação de possíveis 

DNAs. Em seguido, seguiu-se à transcrição reversa e síntese do cDNA através do kit 

Superscript II (Invitrogen) e Oligo - dT18 (Invitrogen). As reações foram realizadas utilizando 

o kit de SYBR Green PCR (Qiagen) num termociclador Rotor Gene Q (Qiagen) (amplificação 

inicial de 10 min a 95 ° C, seguido de 45 ciclos de 20s a 95°C, 30s a 60°C , e 30s a 72°C). A 

normalização foi feita com o gene housekeeping ACTA1 (α - actina) e os dados foram 

representados como número de vezes de aumento da transcrição em relação ao controle. Os 

dados são apresentados como médias ± SEM de ensaios em duplicata de três experimentos 

independentes. Os primers utilizados encontram-se na tabela abaixo: 
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.  

 

3.12 Imunoprecipitação e blotting de lectinas.  

 

Para imunoprecipitação quantidades iguais de proteína (750 µg) dos lisados celulares foram 

pre-cleared com 25µl de proteína G conjugada a esferas de sefarose (Sigma-Aldrich Co.) por 

1 hora. Após a centrifugação, o sobrenadante foi incubado overnight com 5 µg de anticorpo 

primário Anti E-caderina (BD Bioscience) Em seguida, o sobrenadante foi incubado com 

proteína G conjugada a esferas de sefarose por 2 horas. Para dissociação, as esferas foram 

lavadas 3 vezes com PBS e os imunocomplexos foram aquecidos a 95°C em tampão de 

amostra Laemmli (Laemmli, 1970) por 5 min. As amostras foram então separadas 

eletroforéticamente por SDS-PAGE usando géis na concentração de 7,5% e transferidas para 

membranas de nitrocelulose utilizando-se um aparelho de eletrotransferência úmido (Bio-Rad 

Laboratories Inc.) a 50 V por 60 min. As membranas foram mantidas em tampão de bloqueio 

TBS-T (Tris-HCl, 20 mM, pH 7,6, NaCl 137 mM e Tween 20 0,1% - Sigma-Aldrich Co.) 

contendo leite desnatado 5%, durante 60 min em agitador orbital. Em seguida, foram 

incubadas com o anticorpo primário E-caderina e secundário anti mouse conjugado a HRP 

(GE Healthcare) ou lectinas L-PHA biotiniladas (Vector Laboratories) por 2 horas ou 

overnight. As lectinas do tipo L-PHA reconhecem carboidratos N-ligados do tipo β1,6, os 

quais constituem produtos da enzima GnT-V, mencionada anteriormente. Finalmente, as 

membranas foram lavadas 5 vezes em TBS-T e a reatividade para as proteínas ou carboidratos 

Primer Tipo Sequência 

α-Actina Forward 5'-TACAATGAGCTGCGTGTGG-3'  

 Reverse 5'-TAGCACAGCCTGGATAGCAA-3' 

E-caderina Forward 5'-TGGCGTCT GTAGGAAGGCA'-3'  

 Reverse 5'-GGCTCTTTGACCACCGCTCT-3' 

Snail Forward 5'-TCGGAAGCCTAACTACAGCGA-3' 

 Reverse 5'-AGATGAGCATTGGCAGCGAG-3' 

Slug Forward 5' AAGCATTTCAACGCCTCCAAA-3'  

 Reverse 5'-GGATCTCTGGTTGTGGTATGACA-3 

Twist Forward 5'-GGCACCATCCTCACACCTCT-3' 

 Reverse 5'-TGGCTGATTGGCACGACCT-3' 

Vimentina Forward 5'-GCCAGATGCGTGAAATGGAA-3'  

 Reverse 5'-CTGTCCATCTCTAGTTTCAACCG-3 

Fibronectina Forward 5'-CACCTTGAATGACAATGCTCGGAG-3' 

 Reverse 5'-GACCCAGGCTTCTCATACTTGATG-3' 

N-caderina Forward 5'-ACCAGGACTATGACTTGAGCC-3' 

 Reverse 5'-GGCGTGGATGGGTCTTTCA-3'.  
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em estudo foi determinada utilizando-se um kit comercial de quimioluminescência 

(Amersham Biosciences GE healthcare) ou Vector stain ABC kit (Vector Lab.).  

 

3.13 Eletroforese de gel 2D  

 

Quantidades iguais de proteínas dos lisados totais (200 µg) foram precipitadas com tampão de 

precipitação (Proteo Extract, Calbiochem) e resuspensas em tampão de reidratação (7 M 

uréia, 2 M thiouréia, 4% (v/v) CHAPS, e 0.0002% azul de bromofenol) com 0.2% de anfolite. 

e aplicadas nas strips (Bio Rad Co.), para proceder à etapa da Primeira Dimensão. As strips 

foram submetidas à reidratação passiva overnight utilizando-se strips IPG de  pH 3−10 NL 

(Ready Strip; 0.5 mm × 3 mm × 70 mm, Bio-Rad, Hercules, CA) à temperatura ambiente. A 

focalização isoelétrica foi realizada no  Protean IEF cell (Bio-Rad)  com uma voltagem inicial 

de 250 V/15 min e depois aplicou-se um gradiente de voltagem até   4000 V, com corrente 

máxima de  50 µA por strip, à temperatura de 20o C. A primeira dimensão foi concluída  a 

14−20 kVh. Após a focalização isoelétrica, as proteínas foram reduzidas e submetidas ao 

tratamento com agente alquilante (2% DL-dithiothreitol (DTT) seguida de incubação em 

tampão (2.5% iodoacetamida em um tampão de equilíbrio (6 M uréia, 2% SDS, 0.002% azul 

de bromofenol,75 mM Tris pH 8.8, 29.3% glicerol) por 10 min sob agitação.  As strips  com 

as proteínas separadas pelo seu ponto isoelétrico foram então adicionadas em um gel stacking 

de baixa porcentagem de agarose (1% agarose) e adicionou-se tampão de corrida (25 mM 

Tris, 192 mM glicine, e 0.1% (w/v) SDS, pH 8.3; Bio-Rad) na parte superior de uma gel de 

10% acrilamida (acrilamide/bisacrilamide 37.5:1, 2.6%, Bio-Rad). A eletroforese da segunda 

dimensão foi realizada no equipamento Mini-Protean tetra cell system (Bio-Rad), utilizando-

se tampão 1xTris/glicina/SDS sob voltagem constante de 125 V. Um gel de cada condição 

experimental foi reservado para a proteômica e outros dois foram direcionados à transferência 

para membrana de nitrocelulose, como descrito no item 3.5 e submetidas ao blotting de 

lectinas (descrito no item 3.12) e E-caderina (descrito no item 3.5). 

 

3.14 Análise estatística  

 

Todos os dados quantitativos apresentados são médias ± SEM de, pelo menos, três 

experimentos independentes. A análise estatística e os gráficos de barras foram realizados no 

programa GraphPadTMPrism, 5.0 (GraphPad ™ Software, San Diego, CA, EUA) através do 
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teste-t de Student. As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando * 

p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Progênies de células de câncer colorretal derivadas de parentais irradiadas 

apresentam níveis diferenciais de radiosensibilidade que estão diretamente 

correlacionadas com a ativação de caspases  

Com intuito de avaliar a radiorresposta de células derivadas de CCR, três linhagens celulares 

(Caco-2, HT-29 e HCT-116) foram irradiadas em subconfluência, confinadas no meio 

irradiado durante 24h, tripsinizadas e cultivadas em baixa densidade para permitir a formação 

de colônias progênies derivadas de single cells sobreviventes ao tratamento. Inicialmente foi 

avaliado o nível de radiorresistência das linhagens celulares através do ensaio clonogênico e 

observou-se que dentre as três linhagens celulares utilizadas, a Caco- 2 foi mais 

radiorresistente do que a HT-29 e HCT-116, nesta ordem (Fig.10A). Este resultado foi 

complementado pelo ensaio de Caspase-GLo®, que mostrou uma indução diferencial de de  

caspases -3 e -7 nessas células. A progênie derivada da linhagem Caco-2 irradiada apresenta 

uma indução mínima das caspases -3 e -7, enquanto que a progênie derivada de células HT-29 

irradiadas mostraram uma indução intermediária. Já a progênie derivada de células HCT-116 

irradiadas apresentaram um maior índice de indução dessas caspases (Fig.10B) quando 

comparadas com suas respectivas progênies controles. Juntos, estes resultados indicam que as 

células Caco-2 e HT-29 são mais radiorresistentes do que a HCT-116 e esta radiorresistência 

poderia ser correlacionada com a menor indução de atividade caspase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 



 
 

55 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Análise da radiosensibilidade das células de CCR Caco- 2 HT- 29 e HCT- 116 e a sobrevivência 

de suas progênies. A: Imagens representativas do ensaio clonogênico de F1 Controle e F1 5Gy de células Caco-

2, HT-29 e HCT-116. Os gráficos estão representados como a porcentagem de formação de colônias após a 

medida da densidade óptica (595 nm). B: Análise da ativação de caspase 3 e 7 através do kit Caspase Glo®. Os 

gráficos são representativos do índice de ativação (F1 5Gy/F1 Controle) de Caco- 2 , HT- 29 e HCT-116. Dados 

representativos da média ± SEM de ensaios em triplicata para cada linhagem celular em três experimentos 

independentes.  

 

4.2 Progênies derivadas de células de câncer colorretal sobreviventes à radiação 

apresentam aumento da expressão de survivina. 

Uma vez que a survivina (membro das proteínas inibitórias de apoptose, IAPs) suprime a 

apoptose através da inibição direta ou indireta de proteínas relacionadas à caspase (SAH et al., 

2006), foi analisado se a expressão de survivina estaria correlacionada com a indução 

diferencial de caspase nos nossos modelos de estudo. Observou-se que as proles mais 

resistentes, F1 5Gy  Caco -2 e HT-29, mostraram um aumento da expressão de survivina, 

enquanto que a  F1 5Gy HCT -116 (mais radiossensível) mostrou uma redução da expressão 

desta proteína (Fig.11), indicando que a expressão de survivina poderia corroborar os 

resultados de radiorresposta observados na Fig.10, estando diretamente relacionada com a 

sobrevivência das progênies.  
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Figura 11: Análise da expressão de survivina em lisados celulares de F1 Controle e F1 5Gy de Caco-2, HT- 

29 e HCT-116. Os gráficos representam os dados normalizados como porcentagem da expressão da proteína 

survivina em relação ao controle (F1Controle = 100 %). Α α- tubulina foi utilizada como controle endógeno de 

expressão proteica. Dados representativos da media ± SEM de ensaios em triplicata para cada linhagem celular 

em três experimentos independentes. Análise estatística realizada pelo teste-t de Student e a diferença foi 

considerada significativa quando * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. 

 

4.3 Progênies derivadas das células mais radiorresistentes exibem morfologia celular 

anormal 

 

Uma vez que as progênies de Caco-2 e HT-29 foram as células com maior capacidade de 

sobrevivência e formação de colônia após a irradiação, os experimentos subsequentes foram 

realizados com ambas as linhas celulares com intuito de analisar o comportamento fenotípico 

das suas progênies. Estudos anteriores mostraram que a radiação induziu alterações 

morfológicas em células epiteliais em tempos curtos após o tratamento (de CARVALHO et 

al., 2006; ANDARAWEWA et al., 2007). No entanto, são raros os estudos que focam na 

progênie sobrevivente em momentos tardios após o tratamento com a radiação (LAGADEC et 

al., 2012). A morfologia de ambas as progênies F1 5Gy de Caco-2 e HT-29, quando 

analisados por microscopia de contrastes de fases, apresentaram uma formação de colônias 

aberrantes quando comparadas às suas respectivas F1 controles ( Fig.12 ). A F1 5Gy de Caco-

2 apresenta aumento no volume celular e formação de projeções de membranas sugestivas de 
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lamelipódios, no entanto, um certo padrão de adesão entre as células na colônia foi mantido, 

mesmo após 5 dias em cultura. As colônias de F1 5Gy de HT-29 mostram uma intensa 

dispersão celular e aquisição de uma morfologia  fibroblástica em relação a sua respectiva F1 

controle. Sendo assim, este resultado mostra que o tratamento com a radiação nas células 

parentais induziu a formação de colônias com fenótipo extremamente aberrantes na progênie 

derivada das células que sobrevivem ao tratamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Análise morfológica da progênie derivada de células parentais irradiadas Caco-2 e HT-29. A 

morfologia celular da F1 Controle e F1 5 Gy de Caco-2 e HT-29 foi analisada por microscopia de contraste de 

fase. Imagens representativas de 3 experimentos independentes. Barra: 50 µm.  
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4.4 A radiação altera a localização subcelular e expressão do marcador epitelial E- 

caderina nas progênies derivadas de células sobreviventes à radiação. 

 

As proteínas do complexo juncional são cruciais para a manutenção da arquitetura epitelial e 

alterações em sua expressão e localização estão envolvidas na progressão de diversos 

cânceres epiteliais. Uma vez observada a intensa alteração na morfologia celular das 

progênies F1 5Gy de Caco-2 e HT-29 (Fig.12), analisou-se a localização subcelular e a 

expressão do marcador epitelial E-caderina (Fig.13) nas progênies. Imagens de 

imunofluorescência (Fig. 13A) obtidas por microscopia confocal mostram uma marcação bem 

definida nos contatos célula-célula de E- caderina na F1 controle Caco -2 e F1 Controle HT- 

29. No entanto, as progênies derivadas de células parentais irradiadas apresentaram alterações 

na localização subcelular destas proteínas de adesão celular. Observa-se um perfil de 

marcação descontínuo na F1 5Gy de Caco-2, porém com alguma marcação  para E-caderina  

ainda mantidas no contato celular. Além disso, foi possível observar um perfil de marcação 

vesicular no citoplasma indicando um possível internalização de E-caderina. Já as células da 

F1 5Gy de HT-29, as quais mostraram uma pronunciada dispersão celular, apresentam 

também uma intensa localização perinuclear da E- caderina (Fig.13A). Além da localização 

subcelular, foi avaliada também os níveis de expressão de E-caderina por immunoblotting 

(Fig.13B) e foi observada uma redução significativa dessa proteína em ambas as progênies 

analisadas, F1 5Gy HT-29 e F1 5Gy Caco-2 quando comparadas com suas respectivas F1 

controles.  
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 Figura 13: Efeitos da radiação sobre a localização subcelular e expressão da proteína de adesão E-

caderina nas progênies derivadas de células sobreviventes. A: F1 Controle e F1 5Gy de Caco-2 e HT-29 

foram cultivadas em lamínulas até a formação de colônias e submetidas a técnica de imunofluorescência. As 

imagens são representativas de pelo menos três experimentos independentes. O núcleo foi marcado com DAPI. 

Seta: E-caderina internalizada; Cabeça de seta: Aglomerados citoplasmáticos de E-caderina; Barra: 10 µm  B: 

Análise da expressão de E-caderina nas F1 Controle e F1 5Gy de Caco-2 e HT-29. Os gráficos representam os 

dados  normalizados como porcentagem de expressão da proteína nos lisados de F1 5Gy em relação aos lisados 

da F1 Controle (F1Controle = 100 %). Α α- tubulina foi utilizada como controle endógeno de expressão proteica  

Dados representativos da media ± SEM de ensaios em triplicata para cada linhagem celular em três experimentos 

independentes. Análise estatística realizada pelo teste-t de Student e a diferença foi considerada significativa 

quando * p <0,05; *** p <0,001. 
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4.5 As progênies de células irradiadas apresentam alterações tanto na expressão quanto 

na localização subcelular de β-catenina. 

Uma vez que alterações de expressão e localização da E-caderina podem promover o aumento 

do pool citoplasmático de β-catenina, e tal evento pode contribuir em diversas vias 

relacionadas à progressão tumoral, analisou-se a localização subcelular e os níveis de 

expressão proteica dessa proteína. Na Fig. 14 A é possível observar uma marcação bem 

definida da β-catenina  nos contatos celulares das F1 Controle de Caco-2 e HT-29. No 

entanto, as colônias de ambas as progênies derivadas de células irradiadas (F1 5Gy) mostram 

uma redistribuição intensa desta proteína dos contatos celulares para o citoplasma, incluindo 

localização nuclear evidente nas células da F1 5Gy de HT-29 (Fig. 14A). Além da localização 

subcelular, foi avaliada também os níveis de expressão de  β-catenina por immunoblotting e a 

análise densitométrica revelou uma ligeira redução desta proteína nas F1 5Gy de Caco-2 e um 

aumento significativo da sua expressão nas F1 5Gy de HT-29 quando comparadas às suas 

respectivas F1 Controle (Fig. 14B). Juntos, estes resultados demonstraram que a radiação 

induz alterações na localização subcelular e expressão de β-catenina nas progênies derivadas 

de células sobreviventes ao tratamento. 
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Figura 14. Efeitos da radiação sobre a localização subcelular e expressão de β-catenina nas progênies 

derivadas de células sobreviventes. A: F1 Controle e F1 5Gy de Caco-2 e HT-29 foram cultivadas em 

lamínulas  até a formação de colônias e submetidas a técnica de imunofluorescência. As imagens são 

representativas de pelo menos três experimentos independentes. O núcleo foi marcado com DAPI. Asterisco: 

localização nuclear de β-catenina. Barra: 5 µm. B: Immunoblotting de β-catenina nas F1 Controle e F1 5Gy de 

Caco-2 e HT-29. Os gráficos representam os dados normalizados como porcentagem de expressão da proteína 

nos lisados de F1 5Gy em relação aos lisados da F1 Controle (F1Controle = 100 %). Α α- tubulina foi utilizada 

como controle endógeno de expressão proteica. Dados representativos da media ± SEM de ensaios em triplicata 

para cada linhagem celular em três experimentos independentes. Análise estatística realizada pelo teste-t de 

Student e a diferença foi considerada significativa quando ** p <0,01 
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4.6 O tratamento com a radiação induz um aumento da expressão e intensa 

reorganização do filamento intermediário vimentina na progênie derivada de células 

HT-29 irradiadas. 

 

Uma vez observada a desorganização dos contatos celulares e redução da expressão de E-

caderina, o que pode ser sugestivo de EMT, analisou-se a expressão e localização da 

vimentina, um filamento intermediário considerado um marcador de EMT que possui sua 

expressão aumentada em células metastáticas (SABBAH et al., 2008; WEI et al., 2008). Foi 

observado um aumento do nível de expressão de vimentina somente na F1 5Gy HT-29, 

enquanto ambas as progênies F1 Controle e F1 5Gy Caco-2 não apresentam níveis detectáveis 

desta proteína (Fig. 15A). Sendo assim, foi realizada a imunofluorescência somente nas F1 

HT-29 para análise da localização subcelular de vimentina. Observou-se por 

imunofluorescência uma intensa redistribuição desses filamentos, acompanhando os 

prolongamentos celulares induzidos na F1 5Gy HT-29 (Fig. 15B).  Esses resultados mostram 

que somente a progênie que adquiriu um fenótipo fibroblástico teve aumento nos níveis de 

expressão de vimentina, bem como sua redistribuição para os prolongamentos celulares. 
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 Figura 15. Expressão e localização subcelular de Vimentina na progênie derivada de células HT-29 

irradiadas.  A: análise por immunoblotting dos níveis de proteína vimentina em lisados celulares de F1 Controle 

e F1 5Gy de Caco-2 e HT-29 . Os gráficos representam os dados normalizados como porcentagem de expressão 

da proteína nos lisados de F1 5Gy em relação aos lisados da F1 Controle (F1Controle = 100 %). Α α- tubulina 

foi utilizada como controle endógeno de expressão proteica. Dados representativos da media ± SEM de ensaios 

em triplicata para cada linhagem celular em três experimentos independentes. Análise estatística realizada pelo 

teste-t de Student e a diferença foi considerada significativa quando *** p <0,001. B: F1 Controle e F1 5Gy de 

HT-29 foram cultivadas em lamínulas de vidro até a formação de colônias e submetidas à imunofluorescência 

para avaliar a localização de vimentina. O núcleo foi marcado com DAPI. Imagens representativas de pelo 

menos três experimentos independentes. Seta: localização de vimentina nas protrusões celulares. Barra: 10 µm.  
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4.7  A progênie de células irradiadas apresentam intensa reorganização do citoesqueleto.  

 

É bem estabelecido que a organização do citoesqueleto de actina modula a perda de contatos 

célula-célula e a aquisição de um fenótipo migratório em células epiteliais que estão sob o 

processo de progressão maligna, induzindo a formação de protrusões de membrana como 

lamelipódios, filopódios e invadopódios, os quais são essenciais para a migração e invasão 

celular (HAYOT et al., 2006; YAMAGUCHI ; CONDEELIS, 2007; KELLEY et al., 2008). 

Uma vez que resultados prévios mostraram alterações relacionadas à progressão tumoral nas 

progênies derivadas de células irradiadas, como alterações na distribuição e expressão de 

proteínas de adesão e vimentina, analisou-se o perfil de organização do citoesqueleto de 

actina nessas progênies. Através da análise por microscopia confocal de fluorescência direta 

utilizando-se faloidina conjugada a rodamina isotiocianato, observou-se que ambas as 

progênies F1 5Gy Caco-2 e F1 5Gy HT-29 apresentaram uma intensa reorganização do 

citoesqueleto (Fig. 16). Embora a F1 5Gy Caco-2 ainda tenha mantido um perfil epitelial, com 

adesão às células vizinhas (embora aberrante), foi possível observar a formação de projeções 

de membrana do tipo lamelipódio nas bordas das colônias, com uma região bem definida de 

filamentos de actina e estruturas semelhantes à ruffles de membrana. Já a F1 5Gy HT-29, a 

qual as células adotaram um formato mesenquimal e alongado, mostram uma evidente 

dispersão celular, onde as células individuais apresentam uma formação de lamelipódios 

restrita na região do front e uma longa retração da cauda (região posterior da célula),  

características de células altamente migratórias (PETRIE et al., 2009). Estes resultados 

indicam que as progênies derivadas de ambas as células irradiadas, Caco-2 e HT-29 adquirem 

uma reorganização diferencial do citoesqueleto que são relacionadas com um perfil mais 

migratório, quando comparadas às suas respectivas progênies derivadas de células não 

irradiadas.  
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Figura 16. Análise do citoesqueleto de actina nas progênies derivadas de células irradiadas Caco-2 e HT-

29. F1 Controle e F1 5Gy de Caco-2 e HT-29  foram cultivadas em lamínulas até a formação de colônias, fixadas 

e marcadas para F-actina. Imagens de microscopia confocal mostram a redistribuição do citoesqueleto bem como 

a formação de protrusões de membrana.  O núcleo foi marcado com DAPI. Imagens representativas de pelo 

menos três experimentos independentes. Seta: Lamelipódio. Cabeça de seta: retração da cauda. Barra: 10 µm. 

 

4.8 Progênies derivadas de células HT-29 irradiadas, mas não de Caco-2 apresentam um 

aumento do potencial migratório. 

É bem estabelecido que um aumento da migração e invasividade celular são características de 

malignidade em células epiteliais. A migração celular é dirigida por estruturas protrusivas e 

contratilidade dos filamentos de actina, sendo a organização e direcionamento do 

citoesqueleto responsável pela geração de forças para as protrusões de membrana 
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(TOJKANDER et al., 2011). Neste contexto, com intuito de avaliar o quanto a reorganização 

do citoesqueleto observadas nas progênies derivadas das células Caco-2 e HT-29 irradiadas 

poderiam promover um aumento da migração celular, foi realizado o ensaio de wound 

healing. Curiosamente, observa-se uma redução da migração das progênies F1 5Gy Caco-2 e 

um aumento do potencial migratório das progênies F1 5Gy HT-29 (Fig.16A e Fig.16B, 

respectivamente). Dessa forma, os resultados sugerem que embora a progênie F1 5Gy  caco-2 

apresente uma desorganização dos complexos de adesão (Fig.13 e Fig.14) e a formação de 

estruturas relacionadas a migração celular,  somente as Progênies derivadas de células HT-29 

irradiadas que aumentaram sua capacidade migratória, sugerindo uma correlação entre a 

aquisição de um fenótipo fibroblástico, intensa dispersão celular e o tipo de protrusão de 

membrana formada com o aumento da migração celular observada na Fig. 16. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 17. Análise do potencial migratório e invasivo de progênies derivadas de células irradiadas. F1 

Controle e F1 5Gy Caco-2 (A) e F1 Controle e F1 5Gy HT-29 (B) foram cultivadas até a confluência e 

submetidas ao ensaio de wound healing. Os gráficos representam os dados normalizados como porcentagem de 

migração celular da F1 5Gy em relação à migração da F1 Controle (Fechamento total do espaço entre as duas 

bordas  = migração 100 %) e representativos da media ± SEM de ensaios em triplicata para cada linhagem 

celular em três experimentos independentes. 
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4.9 A progênie com fenótipo mais migratório, F1 5Gy HT-29, apresenta um aumento do 

seu potencial invasivo e da atividade metaloprotease.  

Na sequência, foi analisada a capacidade invasiva de ambas as progênies derivadas de Caco-2 

e HT-29. Foi possível observar que as progênies F1 Controle e F1 5Gy Caco-2 não são 

capazes de invadir o matrigel, enquanto que a F1 5Gy HT-29 apresenta um aumento da 

invasividade quando comparadas com a progênie F1 Controle HT-29 (Fig. 18A). Uma vez 

que a invasividade está relacionada à degradação de matriz extracelular e que em CCR ocorre 

um aumento das MMPs -2 e -9, avaliou-se atividade metalloprotease dessas progênies mais 

invasivas pelo ensaio de zimografia. Através desse ensaio, foi observado um aumento da 

atividade de MMPs -2 nas F1 5Gy HT-29 quando comparadas com sua respectiva progênie 

controle, F1 Controle HT-29 (Fig. 18 B). Juntos esses resultados mostram que a progênie 

derivada de células HT-29 irradiadas além de apresentarem um aumento da migração celular 

(Fig.17), também apresentaram alta capacidade invasiva e aumento da atividade 

metaloprotease.  
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 Figura 18. Análise do potencial invasivo e de atividade metaloproteinase de progênies derivadas de 

células irradiadas. A: células da F1 Controle e F1 5Gy de Caco-2 e HT-29 foram cultivadas em insertos 

Transwell® cobertos com Matrigel® e submetidas ao ensaio de invasão. Os gráficos representam os dados 

normalizados como o número de vezes que invasão aumentou na F1 5Gy em relação a F1 Controle (F1 Controle 

= 1). Dados representativos da media ± SEM de ensaios em triplicata para cada linhagem celular em três 

experimentos independentes. B: Meios de cultura condicionados derivados de F1 Controle e F1 5Gy HT-29 

foram submetidos ao ensaio de zimografia. Imagem representativa de 2 experimentos independentes. Análise 

estatística realizada pelo teste-t de Student e a diferença foi considerada significativa quando ** P <0,01 e *** 

p< 0.001. 
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4.10 Progênie derivada de células HT-29 irradiadas apresenta tanto um aumento na 

fosforilação de GSK-3β quanto um aumento da atividade transcricional de TCF-LEF. 

 

Resultados prévios mostraram tanto um aumento da expressão quanto uma marcação nuclear 

de β-catenina na F1 5Gy HT-29 (Fig. 14A Fig.14B). A localização nuclear da β-catenina é 

relacionada com a ativação da via Wnt canônica, na qual a glycogen synthase-3β (GSK-3β) 

atua na manutenção do pool citoplasmático de β-catenina (FRAME ; COHEN, 2001). A 

atividade de GSK-3β é regulada por fosforilação e está inibida quando fosforilada no resíduo 

de serina 9 (Ser-9), prevenindo assim a degradação de β-catenina, aumentando seus níveis 

citoplasmáticos e favorecendo sua translocação nuclear. No núcleo, essa proteína liga-se à 

região promotora de TCF/LEF e aumenta a atividade transcricional de genes que regulam 

diversos processos como sobrevivência, migração e invasão (LUO, 2009). Sendo assim, com 

o intuito de analisar o envolvimento desta via como consequência da localização nuclear de  

β-catenina observada na F1 5Gy HT-29, inicialmente avaliou-se a fosforilação de  GSK-3β 

por immunoblotting usando um anticoro que reconhece a forma inativa da GSK-3β 

(fosforilada na Ser-9). Como observado na Fig. 19A, houve um aumento nos níveis de p-

GSK3-β nas células da F1 5Gy HT-29 quando comparadas com as células da F1 Controle 

HT-29.  Em seguida, com intuito de avaliar se a redução da atividade de GSK3-β estaria 

relacionada com a atividade transcricional de β-catenina, foi realizado o ensaio de luciferase e 

observou-se um aumento da atividade promotora de TCF/LEF na F1 5Gy HT-29 de 

aproximadamente 7 vezes em comparação com a F1 Controle HT-29 (Fig. 19B). Juntos estes 

resultados indicam que o aumento do pool citoplasmático de β-catenina observado na F1 5Gy 

HT-29 (Fig. 14A) pode estar relacionado a uma maior translocação de β-catenina para o 

núcleo, onde esta proteína pode induzir a atividade transcricional de genes relacionados com a 

via WNT canônica. Além disso, esses eventos foram dependentes da atividade de GSK-3β.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

72 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Perfil de fosforilação de GSK-3β e atividade de TCF-LEF na progênie derivada de células HT-29 

irradiadas.  A: Análises por immunoblotting da fosforilação (Ser-9) e níveis totais de GSK-3β nas F1 Controle e F1 5Gy 

HT-29. Os gráficos representam os dados  normalizados como porcentagem de expressão da proteína nos lisados de F1 5Gy 

em relação aos lisados da F1 Controle (F1 Controle = 100 %). Α α- tubulina foi utilizada como controle endógeno de 

expressão proteica Dados representativos da media ± SEM de ensaios em triplicata para cada linhagem celular em três 

experimentos independentes. B: F1 Controle e F1 5Gy  HT-29 foram submetidas ao ensaio de Luciferase Repórter para 

avaliar a atividade transcricional de TCF/LEF . Os gráficos representam os dados normalizados como o aumento da atividade 

de TCF/LEF da F1 5Gy em relação a F1 Controle (F1 Controle = 1). Dados representativos da media ± SEM de três 

experimentos independentes. Análise estatística realizada pelo teste-t de Student e a diferença foi considerada significativa 

quando *** P <0,001. 

 

 

4.11. Progênie derivada de células HT-29 irradiadas apresenta um aumento na 

expressão de marcadores mesenquimais e redução da expressão de E-caderina.  

 

 O aumento do potencial migratório e invasivo de células epiteliais pode ser 

correlacionado com o desenvolvimento de EMT, onde marcadores epiteliais apresentam sua 

expressão diminuída e marcadores mesenquimais aumentados. Com intuito de analisar se o 

aumento das características malignas observadas nas células F1 5Gy HT-29 poderia estar 

relacionada com o processo de EMT, analisou-se a expressão de genes relacionados com o 

fenótipo mesenquimal (genes que codificam Snail, Slug, Twist, Vimentina, Fibronectina, e N-

cadherina) e a expressão do gene  marcador epitelial  E-caderina através do  qRT-PCR. A Fig. 

20 mostra uma significante redução dos níveis de RNAm de E-caderina, seguida por um 
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aumento dos níveis de RNAm de Snail, Slug e Fibronectina. Os níveis do RNAm de Twist e 

N-cadherina também foram aumentados, porém sem significância estatística, enquanto que o 

nível do RNAm de vimentina não foi alterado. Esses resultados indicam que a progênie mais 

invasiva derivada de células irradiadas, HT-29, apresenta um perfil de expressão gênica 

relacionado ao desenvolvimento de um fenótipo EMT-like.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Perfil de expressão gênica relacionado à aquisição de um fenótipo mesenquimal na progênie derivada de 

células HT-29 irradiadas.  Análise por qRT-PCR da expressão de genes relacionados ao fenótipo mesenquimal (genes que 

codificam Snail, Slug, Twist, Vimentina, Fibronectina, e N-caderina) e do gene de E-caderina, um marcador epitelial. Os 

gráficos representam os dados normalizados como o alterações na expressão dos RNAm da F1 5Gy em relação a expressão 

dos RNAm da F1 Controle (F1 Controle = 1). Dados representativos da media ± SEM de ensaios em triplicata para cada 

linhagem celular em três experimentos independentes. Análise estatística realizada pelo teste-t de Student e a diferença foi 

considerada significativa quando ** p< 0.01; *** p< 0.001. 
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4.12. Análise global do perfil de glicosilação de produtos de GNT-V (N-glicanos 

ramificados do tipo β1,6) na progênie mais invasiva F1 5Gy HT-29 

Estudos recentes mostraram a influência de alterações na expressão de N-glicanos tanto na 

aquisição de um caráter migratório e invasivo quanto na modulação da resposta terapêutica à 

inibidores tirosina quinase a radiação (YAMAMOTO et al., 2000; DOTE et al., 2005; 

CONTESSA et al., 2008;). Porém, o perfil de modificações pós-traducionais relacionadas à 

glicosilação adquiridas por células que sobrevivem à radioterapia não é conhecido. Sendo 

assim, com intuito de caracterizar sobre outro aspecto, o fenótipo dessas células que adquirem 

uma maior capacidade migratória e invasiva após a radiação, foi avaliado o perfil global de 

expressão de N-glicanos nessas progênies. Inicialmente, utilizou-se lectinas do tipo L-PHA, as 

quais reconhecem N-glicanos complexos ramificados, que são produtos da enzima GnT-V. A 

Fig. 21 mostra que houve um aumento global da expressão de N-glicanos complexos 

ramificados nas progênies derivadas de células HT-29 sobreviventes à radioterapia, quando 

comparadas com a progênie controle.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Análise do perfil global de N-glicanos complexos em lisados celulares de F1 Controle e F1 5Gy 

de HT- 29. Lisados totais obtidos de F1 Controle e F1 5Gy de HT- 29 foram analisados por blotiing de lectinas 

utilizando L-PHA. Α α- tubulina foi utilizada como controle endógeno de expressão protéica. Dados 

representativos da de três experimentos independentes. 
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4.13 Análise do perfil de distribuição de proteínas em gel bidimensional e seu perfil de 

N-glicosilação na progênie F1 Controle e F1 5Gy de HT-29. 

Com intuito de obter uma melhor resolução no que diz respeito ao perfil de glicosilação 

proteica do tipo N-ligada, os lisados celulares obtidos das F1 Controle e F1 5Gy HT-29 foram 

submetidos a eletroforese 2D, onde a separação proteica é realizada tanto por peso molecular 

quanto por seu ponto isoelétrico. Uma vez que trabalhos anteriores sugerem que o aumento da 

atividade de GnT-V é correlacionado com um aumento da capacidade invasiva e migratória 

das células tumorais; bem como com a desestabilização dos contatos celulares (PINHO et al., 

2013b); e além do fato de termos observado uma redução de expressão de E-caderina em NA 

F1 5Gy HT-29 (Fig.13A), um par de géis bidimensionais (F1 Controle e F1 5Gy) foi 

submetido à coloração por Comassie Blue, a fim de visualizar a diferença de expressão 

protéica entre as condições experimentais; e o outro par foi transferido para uma membrana 

de nitrocelulose e submetido ao blotting para L-PHA, bem como para o immunoblotting para 

E-caderina, com intuito de avaliar se a glicosilação poderia estar correlacionada com a 

redução de expressão da E-caderina nas F1 5Gy HT-29. A Fig. 22 mostra um perfil de 

expressão protéica diferenciado entre as duas progênies analisadas, evidenciado pela presença 

de diversos spots onde há diferença de expressão. Porém, nos géis corados com Comassie 

blue,  observou-se uma redução de expressão de proteínas próximas ao peso molecular da E-

caderina (aproximadamente 120 kDa, indicado pela seta rosa no par superior desta figura) nas 

progênies derivadas de HT-29 irradiadas, quando comparadas às progênies derivadas de HT-

29 controles. O par de membranas correspondente aos géis bidimensionais direcionados à 

marcação com L-PHA mostraram um aumento da glicosilação global na F1 5Gy HT-29 em 

diversas proteínas, corroborando o resultado obtido no blotting do gel 1D da Fig. 21. Porém, 

observa-se um aumento sutil do perfil de N-glicosilação na F1 5Gy HT-29 na faixa de peso 

molecular também próximo à E-caderina, como indicado pela seta em amarelo. Com intuito 

de confirmar se as alterações encontradas tanto nos níveis de expressão total de proteínas 

quanto àquelas relacionadas à glicosilação, seriam coincidentes com a E-caderina, as mesmas 

membranas previamente marcadas com L-PHA foram submetidas ao immunoblotting para E-

caderina. Como podemos observar, as membranas provenientes dos géis 2D mostram um 

rastro de E-caderina (seta azul) na mesma localização das alterações anteriores observadas 

(entre 100 e 150 kDa), mostrando que a E-caderina além de ter sua expressão reduzida na F1 

HT-29 5Gy (o que corrobora um resultado já apresentado, Fig. 13B) sugerem sofrer 

modificações da glicosilação, como mostrado no blotting para L-PHA. Juntos esses resultados 
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sugerem que a progênie derivada de células HT-29 irradiadas apresentam um aumento global 

da expressão de N-glicanos complexos que é concomitante à redução dos níveis de expressão 

protéica da E-caderina. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Eletroforese 2D e análise por blotting para L-PHA e western blot para E-caderina. Lisados 

celulares de F1 Controle e F1 5Gy de HT-29 foram submetidos à eletroforese 2D em 2 pares, sendo um par 

direcionado à coloração por Comassie blue (superior) e outro par submetido ao blotting para LPH-A  (meio) e E-

caderina (inferior). Dados representativos de dois experimentos independentes. Seta rosa: Rastro proteico entre 

100 e 120 kDa; Seta amarela: Glicosilação N-ligada. Seta azul: Immunoblotting para E-caderina. 
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4.14  Células da F1 5Gy HT-29 apresentam moléculas de E-caderina hiperglicosiladas  

Com intuito de validar o aumento da expressão de N-glicanos observado na faixa de peso 

molecular próxima à da molécula de E-caderina, foi realizado um ensaio de 

imunoprecipitação seguido por western blot para E-caderina e blotting para L-PHA. Na Fig. 

23 observa-se mais uma vez a confirmação da redução da expressão de E-caderina na F1 5Gy-

HT-29 em seus níveis protéicos, no entanto, o perfil de glicosilação é equivalente ao perfil de 

glicosilação da F1 Controle HT-29, sugerindo que as moléculas de E-caderina remanescentes 

na progênie F1-5Gy HT-29 estejam hiperglicosiladas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: Imunoprecipitação de E-caderina e análise por blotting para L-PHA e western blot para E-

caderina. Lisados celulares de F1 Controle e F1 5Gy de HT-29 foram submetidos à eletroforese e submetidas à 

imunoprecipitação com beads de agarose impregnadas com anticorpo anti-Ecaderina. Em seguida, o lisado 

purificado foi submetido ao blotting de lectinas para L-PHA e western blot pra E-caderina total. Dados 

representativos de dois experimentos independentes. 
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4.15 As células da F1 5Gy HT-29 que apresentam intensa marcação para as lectinas L-

PHA mostram redução da marcação para E-caderina. 

Com intuito de visualizar a localização subcelular dos N-glicanos e da E-caderina, células F1 

Controle e F1 5Gy HT-29 foram submetidas à técnica de imunofluorescência. A Fig. 24 

mostra um aumento da marcação das lectinas L-PHA na F1 5Gy HT-29 em relação à sua 

progênie controle. É possível observar também que, células com intensa marcação para L-

PHA apresentam um perfil de marcação reduzida para E-caderina, sugerindo a participação N-

glicanos complexos ramificados no processo de degradação da E-caderina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: Imunofluorescência para E-caderina e Fluorescência para L-PHA. Células F1 Controle e F1 5Gy 

HT-29 foram cultivadas em lamínulas e submetidas à  fixação para marcação com E-caderina (vermelho), L-

PHA (verde)  e DAPI (azul) para marcação do núcleo. Dados representativos experimento único. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 As estratégias terapêuticas do CCR envolvem a quimioterapia, radioterapia (RT) e 

cirurgia para pacientes em estadiamento avançado da doença (GLYNNE-JONES, 2012; 

PRAMATEFTAKIS ET AL., 2012). Embora estudos tenham mostrado que a RT pré-

operatória reduz a recorrência local do CCR, não há estudos que mostrem impacto na 

sobrevida desses pacientes e a taxa de mortalidade ainda permanece alta, em torno de 40 a 

70%  (KAPITEIJN et al., 2001; SAUER et al., 2004; SEBAG-MONTEFIORE et al., 2009). 

Além disso, pacientes que foram submetidos à RT neo-adjuvante e que mesmo assim 

desenvolveram recorrência local, apresentavam uma sobrevida mais curta e metástases 

simultâneas quando comparados com pacientes que não receberam RT para o tratamento do 

tumor primário (VAN DEN BRINK et al., 2004). A toxicidade da RT constitui-se um fator 

limitante da dose a ser administrada, sendo um dos motivos pelos quais o tratamento deve ser 

baseado no multifracionamento de doses. Porém, esse esquema de administração de doses 

sub-letais produz uma janela terapêutica que permite a interação das células remanescentes ao 

tratamento com o microambiente irradiado. Sabe-se que a morte celular induzida pela 

radiação não é um processo imediato, e a radiação induz a secreção de citocinas e fatores de 

crescimento que atuam de maneira autócrina e parácrina em nível celular e tecidual, sendo a 

radiossensibilidade do tumor uma questão muito importante do ponto de vista do sucesso 

terapêutico. Dessa forma, células sobreviventes em contato com este microambiente induzido 

pela radiação podem sofrer influências em suas características proliferativas (promovendo a 

repopulação do tumor) ou até mesmo na capacidade migratória e invasiva (favorecendo o 

processo metastático das células tumorais sobreviventes) (KIM ; TANNOCK, 2005). Alguns 

estudos têm mostrado os efeitos da radiação em células diretamente atingidas e em períodos 

curtos após o tratamento  (SOMOSY, 2000; ANDARAWEWA et al., 2007; de CARVALHO 

et al., 2006; ) e poucos têm focado na questão das células que sobrevivem a esse tratamento 

(LIU et al., 2005; BUONANNO et al., 2011). No entanto, os mecanismos moleculares 

envolvidos nesses processos assim como eventos que levam ao desenvolvimento da 

radiorresistência em CCR, ainda não são conhecidos. 

  No presente estudo, as progênies derivadas de células de CCR sobreviventes à RT 

foram analisadas fenotípicamente em relação às características relacionadas à progressão 

maligna do tumor. Inicialmente, analisou-se a radiossensibilidade das células de CCR (Fig.10 

A) e observou-se que a linhagem celular mais diferenciada, Caco-2 e a linhagem celular com 
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diferenciação moderada, HT-29, foram mais radiorresistentes do que as células 

indiferenciadas, HCT-116 (FLATMARK et al., 2004). É possível que a radiossensibilidade 

diferencial observada nas linhagens utilizadas possa ser explicada, pelo menos em parte, pelo 

fato destas células apresentarem diferentes status mutacionais. Estima-se que o gene TP53 

esteja mutado em 40–50% dos CRCs (LÓPEZ et al., 2012), sendo assim importante analisar a 

resposta ao tratamento em células com diferentes perfis de expressão de p53. TP53 é wild type 

nas células HCT-116 e mutado nas células Caco-2 (sendo a proteína p53 indetectável) o que 

impede a indução de caspase nessas células (LIU ; BODMER, 2006). O gene TP53 é mutado 

também na linhagem HT-29, porém, este tipo de mutação induz a superexpressão de uma 

proteína p53 não funcional e com um aumento da sua meia vida (COTTU et al., 1996), o que 

poderia resultar na indução intermediária de caspase, como observado na Fig. 10 B. Dessa 

forma, o status de TP53 nessas células poderia explicar a indução diferencial de caspase 

observada após o tratamento com a radiação.  

Uma vez que a radiossensibilidade foi diferente entre as linhagens celulares, também 

foi analisada a expressão da proteína survivina, a qual constitui um membro da família de 

inibidoras de apoptose (IAP) que se encontra aumentada na maioria dos tumores humanos, 

porém é indetectável na maioria das células diferenciadas (JOHNSON ; HOWERTH, 2004; 

MITA et al., 2008). Os resultados mostraram um aumento da sua expressão nas progênies 

derivadas das células mais resistentes e com baixa atividade de caspase, F1 5Gy Caco-2 e F1 

5Gy HT-29 e uma drástica redução da expressão de survivina nas progênies derivadas das 

células mais radiossensíveis e com alto índice de ativação de caspase, F1 5Gy HCT-116. 

Estudos mostram que a alta expressão de survivina nos tumores está relacionada a um pior 

prognóstico dos pacientes e a falha no tratamento (RÖDEL et al., 2002; STAUBER et al., 

2007; RÖDEL et al., 2011). Além disso, a superexpressão de survivina está envolvida na 

inibição da apoptose, seja por via direta ou indireta, e alterações nessa via de morte celular 

podem afetar negativamente a resposta das células tumorais à terapia (DEVERAUX ; REED, 

1999). Ainda, em alguns estudos foi demonstrado que o aumento da sua expressão induz 

resistência à vários agentes quimioterápicos, como cisplatina, bortezomib e tamoxifen 

(MORIAI et al., 2009; ZHANG et al., 2006). Sendo assim, os resultados sugerem que a 

expressão de survivina pode indicar uma via importante na manutenção das células 

sobreviventes após a radioterapia.  

 Em paralelo a resistência à morte celular, tanto a desorganização dos sistemas de 

adesão intercelulares quanto alterações na expressão de seus componentes, como a E-caderina 
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e a β-catenina estão relacionadas à progressão do câncer e metástase (JAMORA ; FUCHS, 

2002; GIEPMANS ; VAN IJZENDOORN, 2009). Neste estudo, os resultados mostraram 

intensa anormalidade na morfologia das colônias de progênies provenientes das células mais 

radiorresistentes, F1 5Gy Caco-2 e F1 5Gy HT-29 (Fig.12), a qual foi intimamente 

relacionada à alterações tanto da localização subcelular quanto da expressão de E-caderina e 

β-catenina (Fig. 13 e 14). Na F1 5Gy Caco-2 foi possível observar uma marcação descontínua 

de E-caderina e internalização  aparentemente em vesículas sugestivas de endocitose. Embora 

a via endocítica possa direcionar tanto para a reciclagem quanto para a degradação 

(BRYANT; STOW, 2004; PALACIOS et al., 2005) a redução da expressão de E-caderina 

observada no immunoblotting sugere que esteja seguindo a via de degradação lisossomal. Em 

relação à β-catenina, embora não tenha sido observada uma alteração significativa da sua 

expressão na F1 5Gy Caco-2, foi possível observar um perfil de marcação difusa no 

citoplasma, embora as colônias da F1 5Gy Caco-2 ainda mantivessem sua característica coesa 

entre as células. Um efeito mais proeminente de desorganização da adesão celular pode ser 

observado na F1 5Gy HT-29, na qual a imunoflorescência mostra uma intensa desorganização 

da adesão celular e a formação de agregados citoplasmáticos de E-caderina, concomitante 

com uma redução da sua expressão observada por immunoblotting. Estudos prévios 

descrevem tais aglomerados perinucleares como regiões características de degradação 

protéica por proteossoma, sugerindo assim que a redução dos níveis de E-caderina observada 

pode ser devido a este tipo de degradação (WIGLEY et al., 1999; KOPITO, 2000). 

Adicionalmente, foi observada por imunofluorescência uma marcação citoplasmática e 

nuclear da β-catenina na F1 5Gy HT-29, seguida de um aumento também dos níveis de 

expressão dessa proteína, como observado por immunoblotting. Estudos anteriores mostraram 

que tanto células do front invasivo, em amostras de pacientes com câncer colorretal, quanto 

células que invadiram o estroma também apresentaram aumento de expressão e localização 

nuclear de β-catenina, sugerindo o desenvolvimento de EMT nessas células, com perda 

progressiva de E-caderina e aquisição de marcadores mesenquimais (FODDE ; BRABLETZ, 

2007). Além disso, estudos in vitro em células diretamente atingidas pela radiação mostraram 

uma desorganização das junções celulares em tempos curtos após o tratamento (de 

CARVALHO et al., 2006). No presente estudo, reportamos pela primeira vez os efeitos da 

radiação sobre a adesão celular nas progênies que são derivadas de células de câncer 

colorretal que sobreviveram ao tratamento com a radiação. Além da desorganização das 

junções celulares, analisamos o perfil de distribuição subcelular e expressão da vimentina, um 
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filamento intermediário considerado marcador mesenquimal expresso em células metastáticas 

que se encontra ausente em células epiteliais normais (SABBAH et al., 2008; WEI et al., 

2008; SATELLI; Li, 2011). Os resultados mostraram que a progênie Caco-2 não apresenta 

expressão do filamento intermediário vimentina, nem mesmo nas progênies derivadas de 

Caco-2 sobreviventes à radioterapia. Estudos prévios constataram que esta linhagem celular 

não apresenta níveis detectáveis dessa proteína ( RUSU et al., 2005; MAKRODOULI et al., 

2011). No entanto, as progênies derivadas de células HT-29 apresentam uma expressão basal 

de vimentina e observou-se um aumento dessa expressão na F1 5Gy HT-29, concomitante à 

intensa dispersão celular observada nessas mesmas progênies. Além disso, houve também 

uma redistribuição subcelular da vimentina na F1 5Gy HT-29, com os filamentos 

acompanhando as protrusões celulares. Embora a expressão de vimentina seja um marcador 

da EMT, poucos estudos demonstram sua funcionalidade no processo. Estudos prévios 

mostraram que a vimentina aumenta a migração celular e estabiliza a miosina durante a 

formação das protrusões celulares (LUND et al., 2010). Com intuito de caracterizar melhor o 

fenótipo dessas progênies, também foi analisado a organização do citoesqueleto de actina 

dessas células através da marcação da actina em sua forma filamentar, a F-actina. Foi possível 

observar na F1 5Gy Caco-2 a formação de protrusões de membrana do tipo lamelipódio, com 

"ruffles" de membrana na extremidade frontal de direcionamento do movimento celular 

(leading edge).  Já na F1 5Gy HT-29, observa-se um perfil de marcação da F-actina 

diferenciado, com a formação de lamelipódios restritos na extremidade que direciona o 

movimento e uma longa retração caudal; aquisição de um formato fibroblástico; e uma 

evidente dispersão celular, características de células altamente migratórias (PETRIE et al., 

2009). Sendo assim, uma vez que a desorganização dos complexos de adesão celular, bem 

como alterações no citoesqueleto, favorecem o aumento da capacidade migratória das células, 

analisou-se  a migração celular através do ensaio de wound healing. Foi observado que a F1 

5Gy Caco-2 apresenta um perfil de migração mais lento quando comparada à sua F1 Controle 

Caco-2 e à F1 5Gy HT-29. Tal fato pode estar relacionado aos tipos diferenciados de 

protrusões de membrana formados nessas progênies, uma vez que na F1 5Gy Caco-2 forma-se 

um lamelipódio extenso e com um raio amplo na leading edge, produzindo forças 

multivetoriais que resultam em uma migração randômica, e dessa forma, impedindo uma 

migração eficiente e direcionada  (PETRIE et al., 2009; FRIEDL et al., 2012). Por outro lado, 

a F1 5Gy HT-29 apresentou um aumento da migração celular, que pode estar relacionado com 

o tipo de protrusão formada e a aquisição de um formato fibroblástico dessas células, 
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formando uma leading edge dominante que permite realizar uma migração mais direcionada 

(PETRIE et al., 2009). Outro aspecto importante é a capacidade da vimentina de gerar a força 

motriz dos filamentos de actina via fosforilação da protéína VASP (uma proteína inibitória do 

capeamento das extremidades dos filamentos de actina), promovendo assim o alongamento 

desses filamentos e permitindo a formação de protrusões de membrana para potencializar a 

migração celular (LUND et al., 2010). Dessa forma, os resultados sugerem que a presença de 

níveis basais de vimentina nas progênies provenientes de HT-29 irradiadas, bem como 

alterações no seu perfil de localização e aumento da expressão na F1 5Gy HT-29, poderiam 

auxiliar tanto na aquisição de uma morfologia fibroblástica (que não é observada na F1 5Gy 

Caco-2, a qual não possui vimentina) quanto no aumento do potencial migratório observado 

nessa progênie.  

 É bem estabelecido que a aquisição de uma morfologia semelhante à fibroblástica 

pelas células epiteliais pode favorecer a migração e invasividade de células metastáticas que 

estão sob o desenvolvimento de EMT e escapam do tumor primário. Análises histopatológicas 

de CCR mostram células isoladas e com características de EMT no front invasivo dos tumores 

(PRALL, 2007; LUGLI et al., 2012; MITROVIC et al., 2012). Com intuito de avaliar também 

a capacidade invasiva dessas progênies derivadas de células sobreviventes à RT, foi realizado 

o ensaio de invasão celular. Os resultados mostraram que tanto a F1 Controle quanto a F1 

5Gy de Caco-2  não foram capazes de invadir o matrigel, enquanto que foi observado um 

aumento significativo da invasividade das células F1 5Gy HT-29, quando comparadas à sua 

F1 Controle HT-29 (Fig.18 A). Paralelamente, foi observado também um aumento da 

atividade metaloproteinase (MMP-2) nessas progênies mais invasivas (Fig.18 B). Sabe-se que 

as metaloproteinases apresentam um papel importante na migração e invasão celular, sendo o 

aumento de sua expressão associado à progressão tumoral, indiferenciação celular, 

estadiamento avançado, metástase e pior prognóstico (DERYUGINA ; QUIGLEY, 2006). 

Além disso, estudos mostraram um aumento da atividade de MMP-2 em amostras de 

pacientes com CCR humano e (MURNANE et al., 2009; HERSZÉNYI et al., 2012) após o 

tratamento com radioterapia pré-operatória (dose fracionada de 5Gy), também em pacientes 

com este tipo de câncer (KUMAR et al., 2000).   

 Diversas vias de sinalização podem ser ativadas após a perda de E-caderina, incluindo 

àquelas relacionadas à atvidade de β-catenina (ONDER et al., 2008). Estudos mostram que 

nas células do front invasivo de tumores colorretais, ocorre um acúmulo de β-catenina no 

citoplasma, o que leva a sua translocação nuclear e ativação da via Wnt/β-catenina (FODDE ; 
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BRABLETZ, 2007; MAHER et al., 2009). Devido ao aumento de expressão de β-catenina e 

localização nuclear observado na progênie mais migratória e invasiva F1 5Gy HT-29 (Fig. 

14), analisamos os eventos relacionados à ativação da via Wnt/β-catenina. Primeiramente, 

analisou-se o status de fosforilação da GSK-3β, uma proteína integrante do complexo 

fosfodestrutivo da β-catenina e cuja atividade é regulada por fosforilação no resíduo de serina 

9 (SER-9). Uma vez fosforilada, esta proteína encontra-se na sua forma inativa e, portanto, 

incapaz de direcionar a β-catenina citoplasmática para a degradação por proteossoma. Os 

resultados mostram um aumento da fosforilação do resíduo SER-9 na F1 5Gy HT-29 quando 

comparadas à sua F1 Controle, corroborando o aumento da expressão de β-catenina 

observado nessas progênies.  Porém, o aumento de β-catenina citoplasmática pode favorecer 

sua translocação ao núcleo, mas nem sempre isso ocorre [MAHER et al., 2009]. Neste 

sentido, para verificarmos se isto estaria acontecendo no nosso modelo, avaliamos a atividade 

do TCF/LEF através do ensaio luciferase reporter, no qual o plasmídeo inserido nas células 

possui sequencias específicas na região promotora de TCF/LEF para ligação de  β-catenina. 

Concomitante à fosforilação de GSK-3β, foi observado um aumento da atividade do 

TCF/LEF nas F1 5Gy HT-29 (Fig.19 A e B) indicando claramente um aumento da atividade 

transcricional de β-catenina nessas progênies derivadas de células HT-29 irradiadas quando 

comparadas à sua progênie controle.  

 A alta frequência de alterações de componentes da via WNT/β-catenina detectadas 

ultimamente em diversos tipos de cânceres, seja por mutações ou não, demonstra a 

importância desta via tanto no processo de carcinogênese quanto na progressão tumoral 

(ANASTAS ; MOON, 2013). A β-catenina também regula a expressão de outros fatores 

importantes no processo metastático, como a expressão de MMPs e coordena diretamente 

alterações na morfologia e em diversas vias de sinalização relacionadas com a migração e 

invasão celular (ANGERS ; MOON, 2009). Desta forma, os resultados obtidos no presente 

trabalho sugerem que a radioterapia estaria promovendo atividade transcricional de β-catenina 

na progênie de células HT-29 que sobreviveram ao tratamento, modulando o aumento da 

migração, invasividade e atividade metaloproteinase observado nas F1 5Gy HT-29.  

 A ativação da via de β-catenina/TCF/LEF em câncer frequentemente ativa o programa 

transcricional relacionado a EMT, no qual genes que regulam o fenótipo epitelial (reguladores 

de polaridade celular e adesão); a aquisição de um fenótipo mesenquimal; e genes que 

controlam migração e invasão, são transcricionalmente alterados (THIERY; SLEEMAN, 

2006). Sendo assim, avaliamos o quanto a aquisição da morfologia fibroblástica e o aumento 
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da migração e invasividade das progênies de F1 5Gy HT-29 mediadas pela ativação de 

TCF/LEF via β-catenina estaria relacionada com o desenvolvimento de EMT, através da 

análise de expressão gênica de marcadores desse processo por qRT-PCR. Foi possível 

observar uma redução da expressão de E-caderina a nível transcricional, concomitante com 

um aumento significativo da expressão gênica de seus repressores Snail e Slug, além de uma 

tendência de aumento de Twist. Ainda, observou-se um aumento significativo do marcador 

mesenquimal Fibronectina e também um aumento não significativo de N-caderina. Não foi 

observada uma alteração à nível transcricional da vimentina, sugerindo que o aumento de sua 

expressão observado na Fig. 15, possa ser devido ao aumento da estabilidade dessa proteína e 

consequentemente, redução de seu turnover. Estudos anteriores relataram o desenvolvimento 

de EMT induzido pela radiação em células de carcinoma de pulmão (NAGARAJAN et al., 

2012) e em modelos xenográficos de carcinoma hepatocelular seguido pelo desenvolvimento 

de metástases tardias, sugerindo assim o potencial metastático de células residuais que 

sobrevivem à radioterapia (LI et al., 2011). Além disso, é importante mencionar que as células 

podem sofrer alterações adaptativas após a radioterapia e tais alterações podem envolver, por 

exemplo, a EMT (THIERY et al., 2009; SINGH ; SETTLEMAN, 2010). Embora a grande 

maioria dos estudos descreva qualquer alteração relacionada à aquisição de uma morfologia 

fibroblástica como sendo EMT, neste trabalho as alterações observadas na progênie F1 5Gy 

HT-29 foram consideradas como a aquisição de um fenótipo EMT-like, uma vez que a perda 

completa de marcadores epiteliais e o ganho de marcadores mesenquimais é raramente 

observado (DE CRAENE ; BERX, 2013), e uma EMT com uma dediferenciação parcial, 

como por exemplo, a expressão remanescente de E-caderina concomitante com aumento de 

marcadores mesenquimais foram observadas neste estudo na progênie mais migratória e 

invasiva, F1 5Gy HT-29.  

 Transpondo para a clínica, células tumorais sugestivas de terem desenvolvido EMT 

têm sido descritas histologicamente como buddings tumorais, definidos como células isoladas 

ou aglomerados de células desdiferenciadas no front invasivo de amostras de CCR (PRALL, 

2007). Atualmente, os buddings tumorais são considerados como fator prognóstico adicional e 

têm recebido muita atenção, uma vez que o budding tem sido postulado como marcador 

histológico de EMT em amostras histológicas e acredita-se que sejam responsáveis por 

eventos subsequentes como a invasão e metástases, particularmente em carcinomas colorretais 

(LUGLI et al., 2012; MITROVIc et al., 2012).  
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 Outro ponto importante a ser mencionado, é que os mecanismos de resistência 

terapêutica e invasão são considerados processos distintos, sendo estudados separadamente. 

Porém, vias de sinalização de pró-sobrevivência e indutoras de migração celular, como 

PI3K/Akt, Ras e Rho-GTPase, integrinas, caderinas e p53, se interconectam e se sobreporem 

ao longo da progressão tumoral após um determinado tratamento, sendo que a aquisição de 

um fenótipo móvel contribui para a aquisição de resistência e vice versa (ALEXANDER ; 

FRIEDL, 2012), tornando assim extremamente relevante o estudo do comportamento de 

células remanescentes ao tratamento e suas descendentes. 

 Neste trabalho, mostramos os efeitos transgeneracionais induzidos pela radiação na 

progênie de células de CCR que sobreviveram à radioterapia. Os resultados demonstram que 

células com radiorresistência intermediária, HT-29, podem gerar progênies mais agressivas e 

com características EMT-like. Tal observação poderia auxiliar no entendimento dos 

mecanismos moleculares de progressão do câncer relacionada à radiorresistência das células 

tumorais. Além disso, não necessariamente o fenótipo mais radiorresistente adquire vantagens 

malignas como aumento da capacidade migratória e invasiva após sobreviverem ao 

tratamento, como no caso da F1 Caco-2. Esta é uma observação importante no que diz 

respeito à heterogeneidade do tumor, onde coexistem células com vários graus de 

diferenciação, diferentes níveis de radiorresistência e habilidades malignas, e a grande maioria 

dos estudos focam somente nas células mais resistentes como novos alvos terapêuticos com 

intuito de aumentar o sucesso do tratamento. Adicionalmente, sugerimos que os componentes 

da via de sinalização WNT/β-catenina poderiam constituir importantes alvos terapêuticos em 

combinação com a radioterapia, com o objetivo de reduzir o potencial migratório e invasivo 

das células remanescentes após a RT. Estudos recentes vêm mostrando a importância dessa 

via como alvo terapêutico em diversos tipos de câncer e novas moléculas vêm sendo 

desenvolvidas para a inibição de componentes da via WNT/β-catenina/TCF-LEF 

(WATANABE; DAI, 2011), sendo a descoberta de inibidores da função da β-catenina nuclear 

um alvo extremamente promissor. Um fato interessante é que a grande maioria dos trabalhos 

relaciona a ativação dessa via somente com o aumento da proliferação celular e 

sobrevivência, sendo inclusive bem estabelecida nos momentos iniciais da tumorigênese 

colorretal através da formação de pólipos em CCR, como mencionada anteriormente. Sendo 

assim, as moléculas desenvolvidas com intuito de inibir essa via têm seu foco somente na 

inibição da proliferação celular e sobrevivência (HANDELI; SIMON, 2008; WHITT et al., 

2012; YAO et al., 2011). Porém, raros são os estudos que relacionam esta via com a migração 
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celular e este é o primeiro estudo que mostra a ativação dessa via nas progênies descendentes 

de células HT-29 irradiadas e relacionam essa via com aumento de migração e invasão após a 

sobrevivência à radioterapia.   

 Sob o aspecto da análise do perfil de glicosilação nessas progênies mais invasivas, 

trabalhos anteriores do nosso grupo mostraram que o tratamento com inibidores da biossíntese 

de N-glicanos foi capaz tanto de reestabelecer as adesões celulares quanto aumentar a 

radiossensibilidade e o efeito citotóxico mediado por diferentes quimioterápicos em células de 

CCR humano, HCT-116 (de FREITAS JUNIOR et al., 2011; de-FREITAS-JUNIOR et al., 

2012). Sendo assim, com intuito de continuar a caracterização das progênies derivadas de 

células que sobrevivem à radioterapia analisadas no presente estudo, as quais apresentam 

características mais agressivas, e com o objetivo de ir além da caracterização clássica quanto 

ao desenvolvimento de marcadores relacionados ao fenótipo de EMT sugeridos, foram 

avaliadas características relacionadas ao perfil de glicosilação dessas progênies.  

 Uma vez que a maioria dos biomarcadores sorológicos para o câncer são proteínas N-

glicosiladas e que a desregulação da glicosilação N-ligada de proteínas vem sendo associada à 

progressão maligna (GORELIK et al., 2001; TAKAHASHI et al., 2009), as progênies F1 

Controle e F1 5Gy de HT-29 foram submetidas à análise global do perfil de N-glicosilação 

(Fig.21) Os resultados mostraram que as F1 5Gy HT-29 apresentam um aumento da marcação 

por lectinas do tipo L-PHA, que reconhecem glicanos complexos ramificados (carboidratos 

específicos de ligação oligossacarídea do tipo β-16) e que constituem produtos da enzima 

GnT-V (TANIGUCHI et al., 2006). Foi possível observar o aumento de N- glicosilação de 

proteínas presentes em algumas faixas de peso molecular de 100 a 150 kDa; 75 kDa e na faixa 

dos 50 kDa. A ramificação de proteínas com glicanos tipo N-ligado está envolvida em 

diversas funções como sinalização, adesão, migração e invasão celular (ZHAO et al., 2008a). 

não sendo descritas até o momento, alterações desse tipo em células que sobrevivem à 

radioterapia. 

 Em seguida, foram realizados géis 2D com o objetivo de aumentar a resolução de 

separação proteica e avaliar tanto alterações de expressão quanto potenciais alvos 

hiperglicosilados nessa progênies derivadas de células HT-29 que sobrevivem à RT. Na Fig. 

22, é observada uma alteração de expressão proteica global nos géis corados com Comassie 

Blue, com alguns spots na F1 5Gy HT-29 claramente alterados quando comparadas à F1 

Controle HT-29. Neste primeiro momento, chamamos a atenção para as proteínas presentes 

na faixa de peso entre 100 kDa e 150 kDa, onde ocorre uma redução expressiva dessas 
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proteínas na F1 5Gy HT-29 (setas em rosa na Fig. 21). Em seguida, membranas de 

nitrocelulose contendo as proteínas separadas por peso molecular e ponto isoelétrico, foram 

submetidas à marcação com a lectina L-PHA com intuito de avaliar com maior resolução, as 

proteínas com diferenças no perfil de N-glicosilação. Confirmando o resultado obtido no gel 

1D (Fig.21), foi possível observar alterações no perfil de N-glicosilação de algumas proteínas 

específicas, particularmente um aumento de glicosilação das proteínas na faixa de peso 

molecular de aproximadamente a 120 kDa na F1 5Gy HT-29 (como indicado pelas setas 

amarelas na Fig. 21). De forma interessante, a imunomarcação para E-caderina (marcadas 

pelas setas azuis) coincide com aquela de peso molecular reconhecida pela lectina m L-PHA, 

sugerindo que esta proteína seja a E-caderina. Além disso, esses resultados confirmaram a 

redução da expressão de E-caderina na F1 5Gy HT-29 observada em nosso modelo de estudo, 

bem como sugerem que a proteína E-caderina esteja hiperglicosilada nas F1 5Gy HT-29.  

 Estudos anteriores correlacionam o aumento da atividade de GnT-V (enzimas que 

produzem os glicanos ramificados reconhecidos por L-PHA) com a desestabilização das 

junções celulares (ZHAO et al., 2008a). Porém, não é descrito se este tipo de modificação pós 

traducional de E-caderina está relacionado ao seu direcionamento para degradação. Além 

disso, os resultados obtidos até o momento proporcionam um painel de moléculas alteradas 

tanto à nível proteico quanto à nível de modificações pós traducionais, sendo importante para 

futuras análises e continuação do atual projeto em estudo.  

   Um estudo recente mostrou que o desenvolvimento EMT foi correlacionado com a 

redução da expressão da enzima GnT-III, a qual catalisa a adição de uma N-acetilglicosamina 

bisectante a N-glicanos nascentes (PINHO et al., 2012). É conhecido que as enzimas GnT-III e 

GnT-V atuam de maneira antagônica e a redução da atividade de uma regula positivamente a 

atividade da outra (SCHACHTER, 1986). Sendo assim, pode-se sugerir que o aumento 

glicanos N-ligados reconhecidos por L-PHA pode estar relacionado à aquisição de um 

fenótipo EMT-like. Além disso, um estudo utilizando camundongo transgênico para 

superexpressão de GnT-V, mostrou um aumento do desenvolvimento de EMT em processos 

de cicatrização de pele (TERAO et al., 2011), mas não dentro do contexto da progressão 

tumoral. Uma vez que foi observada uma redução da expressão de E-caderina nas F1 5Gy 

HT-29 (Fig. 13B e Fig.22) e um sugestivo direcionamento dessa proteína à degradação 

(Fig.13A), ensaios de imunoprecipitação seguidos de marcação com lectina L-PHA foram 

realizados para verificar o perfil de N-glicosilação especificamente da molécula de E-

caderina. Os resultados da Fig. 23 confirmaram mais uma vez a redução da expressão de E-
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caderina nas F1 5Gy HT-29, quando comparadas à sua F1 Controle. Além disso, os resultados 

mostraram que as moléculas de E-caderina remanescentes na F1 5Gy HT-29 encontravam-se 

hiperglicosiladas quando comparadas às E-caderinas da F1 controle HT-29. Esses resultados 

corroboram o observado na fluorescência da Fig. 23, onde células com aumento da marcação 

para L-PHA apresentam baixa marcação de E-caderina, sugerindo que esse tipo de 

glicosilação pode estar envolvido no direcionamento da E-caderina para degradação. 

 Embora seja conhecido o papel da glicosilação ao longo da síntese de proteínas e sua 

importância em processos relacionados ao controle do enovelamento e direcionamento das 

proteínas para sítios específicos na célula (BOSCHER et al., 2011), não têm sido relatadas 

alterações do perfil de glicosilação de proteínas após tratamentos como a radioterapia, 

tampouco a influência dessas modificações em alterações de fenótipo e resistência 

terapêutica.  

 De fato, as funções biológicas da E-caderina podem ser moduladas pela presença de 

diferentes glicanos (LAGANA et al., 2006; PINHO et al., 2009a; PINHO et al., 2009b). É 

importante mencionar também, que neste primeiro momento, estamos interessados em avaliar 

se a glicosilação da E-caderina mediada por GnT-V está envolvida na redução da sua 

expressão nas progênies derivadas de células HT-29 irradiadas e se este evento corrobora o 

desenvolvimento do fenótipo EMT-like em nosso modelo de estudo. Além disso, estudos 

mostraram que a expressão de GnT-V é associada a um pior prognóstico de pacientes com 

CCR (MURATA et al., 2000) e como mencionado anteriormente, alterações no perfil de 

glicosilação de diversas proteínas podem modular importantes funções relacionadas com a 

progressão tumoral, como migração e invasividade, características que também foram 

encontradas em nosso modelo de estudo. Sendo assim, outras proteínas além da E-caderina. 

podem estar sendo glicosiladas, podendo também  influenciar nesses eventos. 

  Outro ponto importante, é que a glicosilação participa ativamente do controle de 

qualidade do enovelamento proteico, e distúrbios de glicosilação de proteínas são conhecidos 

por induzirem stress de retículo, com acúmulo progressivo de proteínas mal enoveladas e 

ativação de vias de morte celular, a chamada UPR (do inglês, unfolded protein response) 

(SMITH; DESHMUKH, 2007; CLARKE et al., 2012). Portanto, estudos futuros são 

necessários para avaliar o papel da inibição da síntese desses N-glicanos tanto no processo de 

reversão do fenótipo mais migratório e invasivo adquirido pelas progênies de células HT-29 

que sobrevivem à radioterapia como também no aumento da resposta terapêutica.  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

 Durante muito tempo, teorias centradas no genoma eram extremamente promissoras 

no que diz respeito à descoberta da origem do câncer e consequentemente ao desenvolvimento 

de novos tratamentos revolucionários. Porém, no âmbito dos conceitos modernos da 

farmacologia e da biologia celular e molecular, os estudos vêm mostrando que essa teoria 

centrada no DNA contribui, mas não reflete na solução de diversos problemas relacionados à 

terapêutica do câncer. É necessário atentar-se também à grande diversidade fenotípica que é 

desenvolvida por mecanismos pós transcricionais e pós traducionais, os quais constituem 

alvos mais facilmente "Drugables", ou seja, passíveis de serem alvos potenciais para o 

desenvolvimento de novos medicamentos (KARVE ; CHEEMA, 2011). Assim, torna-se de 

extrema importância caracterizar os fenótipos adquiridos ao longo da progressão do câncer e 

da pressão seletiva induzida pelos tratamentos administrados, uma vez que essas células que 

são capazes de sobreviver à esse microambiente extremamente tóxico constituem as principais 

responsáveis pela repopulação do tumor e/ou desenvolvimento de metástases refratárias. Tal 

observação vem ganhando destaque na pesquisa relacionada à resposta terapêutica, conforme 

observado no estudo publicado pelo grupo do Hanahan em 2013. Tal estudo avalia a 

correlação entre a resposta terapêutica a diversos quimioterápicos utilizados no tratamento do 

câncer colorretal e fenótipo celular, propondo assim uma mudança de paradigma no que diz 

respeito ao direcionamento terapêutico, o qual seria realizado de acordo com os subtipos 

celulares encontrado no tumor (SADANANDAM et al., 2013).  

 Sendo assim, com base nos resultados obtidos no presente estudo concluímos que 

células com uma radiorresistência intermediária, como no caso da HT-29, que sobrevivem ao 

tratamento com a radiação são capazes de dar origem à progênies mais agressivas e com 

fenótipo EMT-like, apresentando um aumento do potencial maligno e ativação da via Wnt/β-

catenina. Dessa forma, esta via pode ser um alvo importante para novas combinações 

terapêuticas em conjunto com a radioterapia, com intuito de reduzir o potencial migratório e 

invasivo das células que sobrevivem ao tratamento. Enfatizamos que não necessariamente o 

fenótipo mais resistente, no caso das células Caco-2, é o que adquire vantagens malignas após 

sobreviverem o tratamento, como mostrado no presente trabalho. Esta é uma observação 

importante no que diz respeito à heterogeneidade do tumor, onde coexistem células em 

diversos níveis de diferenciação e capacidades malignas, e a maioria dos estudos consideram 
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somente a subpopulação mais resistente como o principal alvo a ser atingido para aumentar a 

eficácia terapêutica.  

 Os resultados sugerem também que a N-glicosilação participe do processo de 

degradação de E-caderina e desestabilização da adesão celular, eventos chaves que ocorrem 

durante o processo de EMT. Considerando que a EMT é caracterizada por modificações na 

adesão celular, polaridade, migração e morfologia; e que os glicanos atuam diretamente na 

mediação desses eventos, torna-se de grande importância a correlação entre essas 

modificações pós-traducionais e o desenvolvimento de um fenótipo relacionado à EMT, como 

observado no nosso modelo de estudo. Assim, é possível incluir as alterações no perfil de 

expressão de N-glicanos como característica importante na aquisição do fenótipo EMT-like 

desenvolvido em progênies derivadas de HT-29 que sobrevivem à radioterapia, uma vez que 

suas progênies apresentam um aumento da expressão desses N-glicanos complexos.   

 E finalmente, considerando que o tratamento do CCR é baseado nos mesmos 

compostos há mais de 40 anos, a identificação de novas vias de sinalização e novos 

mecanismos moleculares envolvidos na resistência terapêutica e aquisição de invasividade 

após o tratamento é de extrema relevância. Tal fato possibilita sugerir alvos potenciais para 

novas combinações de tratamento, além de abrir novos horizontes para o desenvolvimento de 

projetos dentro da Instituição com intuito de realizar uma pesquisa translacional que resulte, 

ou pelo menos tente, algum dia, trazer melhorias concretas para o tratamento de pacientes 

com câncer. 
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7. CONCLUSÃO 

�  Células com uma radiorresistência intermediária, (HT-29) que sobrevivem à RT são 

capazes de dar origem à progênies mais agressivas e com fenótipo EMT-like, com um 

aumento do potencial maligno e ativação da via Wnt/β-catenina.  

�  A via Wnt/β-catenina pode ser um alvo importante para novas combinações 

terapêuticas em conjunto com a RT, com intuito de reduzir o potencial migratório e invasivo 

das células que sobrevivem ao tratamento.  

� Os resultados sugerem também que a N-glicosilação participe do processo de 

degradação de E-caderina e desestabilização da adesão celular, eventos chaves que ocorrem 

durante o processo de EMT.; e que as alterações no perfil de expressão de N-glicanos 

constituem característica importantes na aquisição do fenótipo EMT-like desenvolvido em 

progênies derivadas de HT-29 que sobrevivem à radioterapia, uma vez que suas progênies 

apresentam um aumento da expressão desses N-glicanos complexos.    
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